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Glede na mehanizem delovanja protimikrobnih učinkovin ločimo več skupin – eno 
sestavljajo take, ki delujejo na celične procese spreminjanja DNA. V to uvrščamo tudi 
nove zaviralce podenote A bakterijske DNA-giraze, imenovane NBTI (angl. novel 
bacterial topoisomerase inhibitors). Topoizomeraze tipa II, kamor spada tudi DNA-giraza, 
so encimi, ki cepijo obe verigi DNA in tako katalizirajo uvajanje supernavojev ali 
sproščanje topološke napetosti, kar je pomembno pri shranjevanju genskega materiala in 
procesih transkripcije, rekombinacije in replikacije. Z zaviranjem tega encima NBTI 
dosegajo protibakterijski učinek. NBTI so sestavljeni iz levega dela, ki tvori interakcije z 
DNA, desnega dela, ki se veže v hidrofobni žep DNA-giraze, in distančnika, ki povezuje 
oba dela in je odgovoren za njuno pravilno usmeritev. 
V sklopu eksperimentalnega dela magistrske naloge smo z virtualnim rešetanjem in 
molekulskim sidranjem najprej poiskali in določili nove potencialne NBTI. Načrtovali in 
kasneje sintetizirali smo molekulske strukture z ohranjenim 1,5-naftiridinskim levim delom 
in 4-amino-1-etilpiperidinskim distančnikom. Za desni del molekule smo v prvi seriji 
uporabili različne mono- in disubstituirane aromatske biciklične fragmente, v drugi seriji 
pa monociklične. Pripravljene spojine smo karakterizirali s tekočinsko kromatografijo, z 
različnimi spektroskopskimi tehnikami in merjenjem tališč. Sledilo je vrednotenje 
zaviralnega učinka potencialnih NBTI z določanjem srednje inhibitorne koncentracije IC50 
na izoliranih tipih DNA-giraze Staphylococcus aureus in Escherichia coli ter minimalne 
inhibitorne koncentracije MIC na obeh omenjenih bakterijah ter številnih drugih 
bakterijskih sevih. 
Z dobljenimi rezultati smo potrdili in ponovno orisali vpliv znane razlike v velikosti vrzeli 
v aktivnem mestu DNA-giraze v S. aureus in E. coli na spekter delovanja NBTI ter razširili 
nabor potencialnih protibakterijskih spojin z nekaj obetavnimi fluorosubstituiranimi 
molekulami, ki omogočajo vpogled v možnost tvorbe koristnih fluoro-DNA giraza 
interakcij. 





Based on the mechanism of action, several groups of antimicrobial agents are distinguished 
– one consists of compounds that act on different cellular processes of DNA modification. 
This also includes new inhibitors of the bacterial DNA gyrase subunit A called NBTI 
(novel bacterial topoisomerase inhibitors). Type II topoisomerases, including DNA gyrase, 
are enzymes that cleave both strands of DNA and thus allow the introduction of supercoils 
or release of topological tension, which is important for the storage of genetic material, and 
processes of transcription, recombination and replication. NBTIs achieve their antibacterial 
effect by inhibiting exactly this enzyme. NBTIs consist of a left-hand side that forms 
interactions with DNA, a right-hand side that binds to hydrophobic pocket of DNA gyrase 
and a linker that connects the two parts and is responsible for their proper orientation. 
In the experimental part of this master's thesis we first searched for new potential NBTIs 
through virtual screening and molecular docking. Molecular structures with the preserved 
1,5-naphthyridine left hand side and the 4-amino-1-ethylpiperidine linker were designed 
and subsequently synthesized. For the right-hand side of the molecule various mono- and 
disubstituted aromatic bicyclic fragments were used in the first series and monocyclic ones 
in the second series. Prepared compounds were characterized using liquid chromatography, 
various spectroscopic techniques and by measuring of their melting point. This was 
followed by evaluation of the inhibitory effect of potential NBTIs by determining the half 
maximal inhibitory concentration IC50 on isolated DNA gyrase Staphylococcus aureus and 
Escherichia coli and the minimum inhibitory concentration MIC on both aforementioned 
bacteria and many other bacterial strains. 
The results confirmed and re-outlined the effect of the known difference in the space size 
at the active site of DNA gyrase in S. aureus and E. coli on the spectrum of NBTI activity 
and expanded set of potential antibacterial compounds with some promising 
fluorosubstituted molecules that allow insight into possibility of fluoro-DNA gyrase 
interaction formation.  
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S. aureus Staphylococcus aureus 
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Bakterijska odpornost na protibakterijska zdravila je ena izmed največjih svetovnih groženj 
zdravju ljudi, ki močno vpliva na globalno ekonomijo, razvoj in na zagotavljanje varne 
preskrbe s hrano (1–5). O pomembnosti rezistence pričajo publikacije in obvestila številnih 
nacionalnih ustanov kot so Javna agencija za zdravila in medicinske pripomočke (JAZMP) 
(4–6), Nacionalni inštitut za javno zdravje (NIJZ) (7–9), Nacionalni laboratorij za zdravje, 
okolje in hrano (NLZOH), Inštitut za mikrobiologijo in imunologijo (IMI), ki zajema 
Slovensko komisijo za ugotavljanje občutljivosti za protimikrobna zdravila (SKUOPZ) 
(10), Ministrstvo za zdravje (MZZ) (13) in mednarodne institucije ter organizacije kot so 
Evropska agencija za zdravila (EMA) (14, 15), Evropska komisija (EC) (16, 17), Evropski 
center za preprečevanje in obvladovanje bolezni (ECDC) (18) in Svetovna zdravstvena 
organizacija (WHO) (1–3). 
Po ocenah ECDC naj bi v letu 2015 v Evropski Uniji zaradi odpornosti bakterij na zdravila 
od približno 700.000 okuženih umrlo približno 33.000 ljudi (19). Hkratna odpornost 
bakterije Klebsiella pneumoniae proti fluorokinolonom, cefalosporinom tretje generacije in 
aminoglikozidom je v letih 2012–2015 na območju EU/EGP narasla s 17,7 % na 18,6 %, 
odpornost proti karbapenemom, ki predstavljajo zadnjo linijo protibakterijske obrambe, v 
istem časovnem obdobju pa s 6,2 % na 8,1 %. Pogost vzrok bakterijskih okužb je tudi 
Escherichia coli, ki sledi trendu naraščajoče hkratne odpornosti proti fluorokinolonom, 
cefalosporinom tretje generacije in aminoglikozidom s 4,9 % na 5,3 %. Odpornost E. coli 
proti karbapenemom ostaja nizka (< 0,1 %). V letu 2018 je bilo na območju EU/EGP več 
kot 1/3 izolatov K. pneumoniae in več kot ½ izolatov E. coli odpornih proti vsaj eni 
skupini testiranih protibakterijskih zdravil (fluorokinoloni, cefalosporini, aminoglikozidi, 
karbapenemi). Odstotki so izračunani na podlagi vseh testiranih izolatov, ki so jih države 
EU/EGP poročale ECDC (20). 
Poleg neposrednih ukrepov, ki jih navedena združenja in ustanove izvajajo, so za 
zmanjšanje odpornosti bakterij proti zdravilom pomembni tudi posredni ukrepi zmanjšanja 
uporabe protibakterijskih zdravil. Taka sta npr. omejitev predpisovanja in/ali izdajanja 
omenjenih zdravil zaradi neželenih učinkov – fluorokinoloni in kinoloni (14, 16); zaradi 
pomanjkanja dokazov o terapevtski učinkovitosti –  fosfomicin (21, 22). 
Pričakovan odgovor na hitro rastočo odpornost bakterij proti zdravilom pa je tudi iskanje 
in sinteza novih protibakterijskih učinkovin. Tako se za danes dobro poznane tarče, kot sta 
Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo   Tilen Huzjak 
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npr. topoizomeraza IV in DNA-giraza iz skupine topoizomeraz II – prek katerih svoj 
učinek dosegajo (fluoro)kinoloni – raziskujejo in razvijajo nove skupine protibakterijskih 
učinkovin. Novejše protibakterijske učinkovine so tudi te, ki delujejo kot zaviralci 
podenote A bakterijske DNA-giraze (angl. novel bacterial topoisomerase inhibitors – 
NBTI) (4, 23, 24). 
1.1 TOPOIZOMERAZE 
Groba klasifikacija protibakterijskih učinkovin glede na njihov mehanizem delovanja 
omogoča razdelitev v sledeče skupine (25, 26): 
• zaviralci celičnega metabolizma – antimetaboliti (sulfonamidi), 
• zaviralci sinteze celične stene (penicilini, cefalosporini, karbapenemi, 
monobaktami, glikopeptidi), 
• učinkovine, ki motijo integriteto bakterijske celične membrane (polimiksini), 
• zaviralci sinteze proteinov (aminoglikozidi, tetraciklini, makrolidi, kloramfenikol), 
• zaviralci transkripcije in podvajanja DNA (kinoloni, fluorokinoloni, rifamicini, 
nitroimidazoli, nitrofurantoin). 
V zadnjo skupino lahko uvrstimo tudi zaviralce topoizomeraze II, kamor spadajo tudi 
zaviralci podenote A bakterijske DNA-giraze. 
DNA-topoizomeraze so encimi, ki nadzorujejo topologijo DNA v celici. Sposobni so 
sprostiti topološko napetost, ki je posledica pozitivnih ali negativnih supernavojev. Vsaj 
delno razvita DNA je sicer pomembna pri delitvi celice oz. procesih kot so transkripcija, 
rekombinacija in replikacija, vendar je istočasno zaradi svoje velikosti neprimerna oblika 
za skladiščenje genskega materiala – slednje celica doseže z zvitjem DNA oz. tvorbo 
supernavojev (27, 28). 
Topoizomeraze prekinejo bodisi eno (topoizomeraza tipa I) bodisi dve verigi DNA 
(topoizomeraza tipa II). Po prekinitvi verige tvori prekinjen del začasno kovalentno vez z 
encimom, tako da se energija vezi ne izgubi. Topologija DNA se spremeni tako, da 
neprekinjen del verige preide skozi nastali prekinjen del (28, 29). 
Topoizomeraze tipa I se delijo na tip IA in tip IB glede na svojo strukturo in mehanizem 
delovanja (28). 
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Topoizomeraze tipa IA katalizirajo relaksacijo negativno supernavite DNA. Sem spadajo 
bakterijska topoizomeraza I in III, evkariontska DNA topoizomeraza III in domena 
reverzne giraze termofilnih prokariontov (30). V večini primerov se vežejo na že obstoječe 
regije enoverižne DNA (31). Sposobne so tudi katalizirati katenacijo in dekatenacijo 
dsDNA, če je prisotna prekinitev. Po cepitvi DNA s topoizomerazo IA pride do začasne 
vezave DNA s tirozinskim ostankom v aktivnem mestu encima preko kovalentne 5'-
fosfodiesterske vezi, medtem ko 3' konec verige tvori nekovalentne interakcije z encimom. 
Magnezijevi ioni, ki so nujni za katalizo, pomagajo pri pravilni usmerjenosti 3' konca (32, 
33). Ko je komplementarna veriga prenesena skozi nastalo vrzel, da se sprosti en 
supernavoj, se encimska vrzel zapre in prekinjena veriga se poveže. Vrzel encima se 
ponovno odpre, da sprosti DNA molekulo. Celoten cikel poteka brez ATP, energija je 
zagotovljena zaradi same napetosti supernavite DNA (34–36). 
Topoizomeraze tipa IB lahko relaksirajo pozitivne in negativne supernavoje.  Sem 
spadajo evkariontska DNA-topoizomeraza I, DNA-topoizomeraza I virusa vakcinije in 
DNA-topoizomeraza V bakterije Methanopyrus kandleri, pri čemer je slednja zaradi 
pomanjkanja homologije lahko uvrščena tudi v poseben tip IC. Mehanizem delovanja tipa 
IB je drugačen kot pri tipu IA. Encim tipa IB se tesno ovije okoli sladkorno-fosfatnega 
ogrodja DNA. Za cepitev verige se tirozinski ostanek aktivnega mesta kovalentno veže s 
3'-OH skupino, potem se 5' konec lahko prosto vrti, saj je na encim vezan le z 
nespecifičnimi ionskimi interakcijami (37). Vsaka rotacija zmanjša število supernavojev za 
ena, pri čemer se jih lahko med enim katalitskim dogodkom cepitve verige in njene 
ponovne ligacije zgodi veliko. Večje zvitje DNA pomeni več energije in s tem hitrejšo 
relaksacijo (38).  
Topoizomeraze tipa II so dimeri ali tetrameri, ki hkrati cepijo obe verigi DNA (37). 
Reakcije, ki so katalizirane s tem tipom topoizomeraz, potrebujejo magnezijeve ione in 
ATP. Ti encimi so sposobni katalizirati relaksacijo – supernavitje in katenacijo – 
dekatenacijo. Delimo jih na tip IIB in tip IIA (28). 
Topoizomeraze tipa IIA uporabljajo energijo, ki nastane pri hidrolizi ATP, da v DNA 
uvedejo negativne supernavoje ter so sposobne sproščati pozitivne in negativne 
supernavoje. Sem spadajo evkariontska DNA-topoizomeraza II, bakterijska topoizomeraza 
IV in DNA-giraza. Slednja je bila prvič izolirana iz E. coli (29) in je podrobneje opisana v 
nadaljevanju. Topoizomeraza IV je sorodna DNA-girazi, vendar ima večjo afiniteto za 
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pozitivne supernavoje ali katenirano DNA in v celicah deluje kot dekatenaza. Sestavljena 
je kot heterotetramer iz ParC in ParE podenot, ki sta homologni GyrA in GyrB (28). 
Topoizomeraza tipa IIB je npr. DNA-topoizomeraza VI, ki jo najdemo zapisano v 
genomu določenih rastlin, npr. Arabidopsis thaliana (39, 40). Topoizomeraza VI je 
sestavljena iz dveh podenot A in dveh podenot B, A2B2. Med njo in topoizomerazo tipa 
IIA obstaja šibka homologija v podenoti B. Kljub mali podobnosti v aminokislinskem 
zaporedju je mehanizem delovanja topoizomeraze VI podoben drugim topoizomerazam 
tipa II (41). 
1.2 BAKTERIJSKA DNA-GIRAZA 
Bakterijska DNA-giraza je topoizomeraza tipa IIA. V tem poglavju je opisana DNA-giraza 
E. coli, katere molekulska struktura je bila v celoti določena z uporabo rentgenske 
kristalografije in krio-elektronskega mikroskopa (42). 
1.2.1 Zgradba in funkcija bakterijske DNA-giraze 
DNA-giraza je sestavljena iz dveh podenot A (GyrA) in dveh podenot B (GyrB) kot 
tetramer A2B2, ki ima maso približno 370 kDa (42).  Razdelimo jo lahko tudi na tri dele: 
N-terminalna domena GyrB, ki ji rečemo N-vrata; GyrA-GyrB-DNA domena oz. domena 
cepitve/vezave DNA, kjer se DNA cepi; C-terminalna domena, ki tvori C-vrata (43). Z 
uporabo krio-elektronske mikroskopije so pri resoluciji 6,6 Å določili celotno molekulsko 
strukturo DNA-giraze E. coli, ki ima v aktivnem mestu vezano NBTI molekulo 
gepotidacin, kompleks pa je dodatno stabiliziran z ADPNP, tj. nehidrolizirajočim 
analogom ATP. Domeno vezave/cepitve DNA so določili v zaprtem stanju z resolucijo 4,0 
Å in stanju pred odprtjem z resolucijo 4,6 Å. Struktura je asimetrična, kot ravnine 
ATPazne domene je nagnjen približno 10 ° glede na β-vrtiljak. ATPazna domena je 11 Å 
oddaljena od domene GyrA-GyrB-DNA (42). 
GyrB je sestavljena iz treh delov: GHKL ali N-terminalnega dela in pretvornika ter 
domene TOPRIM, ki skupaj tvorita C-terminalni del. ATPazno domeno tvorita GHKL in 
pretvornik. GyrA je sestavljena iz N-terminalnega dela, ki se deli na domeno WHD (ki 
vsebuje katalitski tirozin), domeno stolp in domeno CC, ter C-terminalnega dela, ki ga 
tvorita β-vrtiljak (ki vsebuje t. i. GyrA-box, tj. zaporedje sedmih aminokislin, ki je ključno 
za ovitje DNA okoli encima in katalizo reakcije supernavitja (44, 45)) in rep (42). Opisana 
delitev na posamezne enote in celotna struktura sta razvidni s slike 1.  




Slika 1: Celotna 3D struktura DNA-giraze E. coli, določena s krio-elektronskim mikroskopom z označenimi 
domenami in podenotami. Prirejeno po (42). 
DNA-giraza ima ključno vlogo pri zvijanju bakterijskega genoma v prostorsko ugodnejšo 
obliko in je edina topoizomeraza tipa II, ki lahko uvaja negativne supernavoje v DNA, pri 
čemer je ta reakcija sklopljena s hidrolizo ATP (42).  
1.2.2 Mehanizem delovanja bakterijske DNA-giraze 
Uvajanje supernavojev verjetno poteka po naslednjem mehanizmu: G-segment DNA 
asociira z encimom na N-terminalnem delu GyrA in domeno TOPRIM GyrB; DNA 
dolžine približno 130 baznih parov se ovije okoli encima na C-terminalni domeni (CTD), 
kar povzroči, da transportni segment (T-segment) doseže N-vrata, ki se nahajajo nad G-
segmentom. Vezava ATP vodi v zaprtje N-vrat in ujetje T-segmenta (46). Encim nato cepi 
G-segment in tvori DNA-fosfotirozil vezi 4 bazne pare narazen, s čimer povzroči dvojno 
cepitev verige in kovalentno vezavo GyrA na DNA. T-segment nato preide skozi odprta 
DNA-vrata in prekinjen G-segment ter na koncu skozi izhodna oz. C-vrata. Slednji prehod 
poganja vezava in hidroliza ATP, saj sprosti ADP in odpre N-vrata, kar pripravi encim za 
naslednji cikel supernavitja. En cikel uvede dva negativna supernavoja v DNA in ob tem 
porabi 2 molekuli ATP. V odsotnosti ATP lahko giraza katalizira relaksacijo negativno 
navite DNA po obratnem mehanizmu (43, 47–49). Opisano je prikazano na sliki 2. 
 ATPaza G 
GyrA-GyrB-DNA domena 






















Slika 2: Mehanizem uvajanja supernavojev DNA-giraze. G-segment je označen z oranžno, T-segment pa z 
rdečo. Prirejeno po (50). 
Iz opisanega mehanizma je razvidno, zakaj je bakterijska DNA-giraza zanimiva tarča za 
protibakterijske učinkovine, ki lahko interagirajo z vezavo DNA in cepitvijo DNA, ovirajo 
prehod T-segmenta skozi C-vrata in ATP hidrolizo (43). 
1.2.3 Bakterijska DNA-giraza kot tarča 
Za dosego protibakterijskega delovanja učinkovin z delovanjem na DNA-girazo poznamo 
dva glavna mehanizma delovanja. Prvi je zaviranje encimske aktivnosti giraze (npr. 
novobiocin, ki zavira ATPazno aktivnost), drugi pa stabilizacija kompleksa encim-DNA 
(npr. ciprofloksacin) (43). 
Kinoloni 
Najuspešnejše protibakterijske učinkovine, ki delujejo na DNA-girazo, so kinoloni. Prva 
generacija (nalidiksna in oksolinska kislina) je imela relativno šibko protimikrobno 
delovanje, ki se je s sintezo novih fluorokinolonov druge (nor- in ciprofloksacin), tretje 
(levofloksacin) in četrte (moksi- in gemifloksacin) močno izboljšala (51–53). Vežejo se 
med DNA baze na mestu cepitve DNA v DNA-girazi, kar moti delovanje encima, s čimer 
delujejo bakteriostatično in baktericidno. Najpogostejša vzroka pojava odpornosti bakterij 
proti fluorokinolonom sta kromosomska mutacija, ki zmanjša afiniteto DNA-giraze (in 
topoizomeraze IV) do učinkovine, in povečano izražanje endogenih MDR-črpalk. Primer 
negativni  pozitivni 
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prve je mutacija aminokisline Ser83 v Trp83 ali Leu83 v GyrA, ki se nahaja v bližini 
katalitsko aktivnega Tyr121 (54, 55). 
Aminokumarini 
Aminokumarini novobiocin, klorobiocin in kumermicin A1 so naravni produktu 
Streptomyces spp, ki svoj protibakterijski učinek dosegajo s kompetitivnim zaviranjem 
ATPazne reakcije GyrB, saj se vežejo v vezavno mesto za ATP. Zaradi slabe topnosti, 
nizke aktivnosti proti po Gramu negativnim bakterijam in citotoksičnosti za človeške 
celice je njihova klinična uspešnost vprašljiva (43). 
NBTI 
Novi zaviralci bakterijske DNA-giraze A so sicer delno strukturno podobni 
fluorokinolonom in imajo tudi podoben način delovanja, vendar sta njihovo vezavno mesto 
in delovanje dovolj različna, da se izognejo obstoječi rezistenci na fluorokinolone. Poleg 
tega imajo uravnoteženo zaviralno delovanje proti obema tarčama – bakterijskima DNA-
girazi in topoizomerazi IV. (4, 43). Primerjava vezave obeh omenjenih protibakterijskih 
skupin je prikazana na sliki 3, s katere je razvidno, da dve molekuli fluorokinolonov 
interagirata z DNA, medtem ko se ena molekula NBTI delno interkalira med bazne bare 
DNA, delno pa se veže v vrzel med α3-vijačnici podenot A. 
 
 
Slika 3: Mehanizem vezave fluorokinolona klinafloksacina (rumena) in NBTI GSK299423 v DNA-girazo S. 
aureus. Prirejeno po (4). 
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1.3 Novi zaviralci podenote A bakterijske DNA-giraze 
1.3.1 Zgradba in vezava NBTI v Escherichia coli in Staphylococcus aureus  
Leta 2010 je bila z uporabo rentgenske kristalografije na voljo prva struktura DNA-giraze 
Staphylococcus aureus v kompleksu s potencialnim NBTI (GSK299423) (48). Na ta način 
so se definirale tri glavne strukturne komponente za vezavo v aktivno mesto. Zgornji 
planarni del LHS (angl. left-hand side) interkalira med centralni DNA baznimi pari na 
sredini obeh aktivnih mest GyrA, s čimer pomaga stabilizirati encim-DNA kompleks in 
inducira enojno prekinitev DNA verige (56). RHS (angl. right-hand side) del z van der 
Waalsovimi silami interagira s hidrofobnimi aminokislinskimi ostanki GyrA, tj. Ala68, 
Gly72, Met75 in Met121, v prostorsko omejenem vezavnem žepu, ki nastane na stiku dveh 
GyrA podenot. Distančnik, ki povezuje LHS in DHS, se nahaja v praznem prostoru, t. i. 
»donat vrzeli« (angl. donut-hole) (57), in načeloma ni v stiku z DNA ali GyrA, z izjemo 
ionske interakcije med bazičnim aminom in Asp83 v GyrA (58). Opisan način vezave so 
kasneje neodvisno potrdile tudi druge raziskovalne skupine z vezavo svojih NBTI spojin v 
kompleks z DNA-girazo S. aureus (59). Nedavno razrešena kristalna struktura NBTI 
gepotidacina v kompleksu z DNA-girazo S. aureus je sicer pokazala, da protoniran bazični 
amin kot kationski center tvori interakcije neposredno z Asp83 ene GyrA podenote, pa tudi 
posredno preko molekule vode z drugo GyrA-podenoto, kar občutno poveča jakost vezave 
(56). Interakcija z aspartatnim ostankom je tako ključni element vezave in aktivnosti NBTI 
(48, 60). Distančnik tako hkrati zagotavlja zadostno rigidnost za pravilno orientacijo 
molekule in fleksibilnost, da se vezava ohrani med premikanjem DNA po encimu. 
Poleg raziskav DNA-giraze je kot protibakterijska tarča pomembna tudi topoizomeraza IV. 
Če je prva za NBTI učinkovine zanimiva predvsem kot tarča za po Gramu pozitivne 
bakterije, potem je druga obetavna za dosego protibakterijskih učinkov za po Gramu 
negativne bakterije (60), je pa seveda želen uravnotežen učinek na oba tipa bakterij (4). 
Opažanje je možno pojasniti s primerjavo aminokislinskega zaporedja v vezavnem žepu za 
NBTI v DNA-girazi in topoizomerazi IV bakterij S. aureus ter E. coli. Glavna razlika v 
DNA-girazi je Met75 v S. aureus in Ile74 v E. coli, pri topoizomerazi IV pa Ile71 pri S. 
aureus in Leu71 pri E. coli, ki ima poleg tega tudi dodaten aminokislinski ostanek Met118, 
ki ga ne najdemo v nobenem od preostalih treh encimov. Te razlike bi lahko razlagale 
selektivnost NBTI (4). Omenjena izolevcinska ostanka v E. coli in S. aureus morda 
predstavljata sterično oviro za vezavo NBTI, saj polnita prostor v vezavnem žepu. 
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Podobno pa ni smiselno sklepati za Leu71 v topoizomerazi IV v E. coli zaradi dodatne 
aminokisline. Opazovanje strukturnih razlik bakterijskih topoizomeraz II v obeh bakterijah 
je tako smiselno za nadaljnji razvoj NBTI (4). V preteklih 20 letih je bilo narejenih veliko 
raziskav med povezavo strukture in učinkovitosti NBTI in zaključki o najugodnejših LHS 
in RHS fragmentih so podobni (61, 62) ter so sistematično predstavljeni v nadaljevanju. 
Levi del (LHS) NBTI 
V literaturi sta opisana dva tipa LHS: biciklični in triciklični aromati. Optimalni biciklični 
fragment so različne variacije kinolina, v glavnem substituirani kinoloni in naftiridini, saj 
lahko stabilno interkalirajo med baznimi bari DNA. Najprimernejši mesti za substitucijo za 
povečanje aktivnosti in spektra delovanja NBTI sta dve: na mestu 2 s fluoro, ciano ali 
hidroksilno skupino in na mestu 7 z metoksi ali ciano skupino (slika 4). Substitucije na 
drugih mestih zmanjšajo jakost in spekter delovanja (61, 63, 64). Raziskovali so tudi bolj 
polarne variacije LHS in sicer metoksi, fluoro in ciano substituirane benzoksazinone, 
kinoksalinone, 1,8-naftiridinone in kinolone. Z uvedbo karbonilne skupine so želeli 
preprečiti konformacijsko rotacijo celotne NBTI, kar bi povečalo jakost. Poleg tega tak 
LHS poveča varnostni profil zaradi zmanjšane vrednosti logP (65–68). 
Triciklični LHS fragmenti so bili v glavnem uporabljeni z namenom povečanja varnosti 
(logP, bazičnost) (57). Triciklični kinoloni in 1,5-naftiridinoni substituirani s fluorom na 
mestu 2 so prav tako pokazali dobro protibakterijsko aktivnost. Hidroksilacija tricikličnih 
fragmentov zaradi možnosti tvorbe dodatne H-vezi z DNA tudi predstavlja enega izmed 
načinov sinteze NBTI spojin s povečano stabilnostjo. Najpogostejši LHS fragmenti so 
prikazani na sliki 4 (69–71). 
 
Slika 4: Najpogostejši LHS fragmenti NBTI. Prirejeno po (4). 
Distančnik NBTI 
Distančnik je pomemben za zagotavljanje ustrezne razdalje med LHS in RHS ter za 
zagotavljanje ustreznih fizikalno-kemijske lastnosti. Slednje vplivajo na širitev spektra 
delovanja proti po Gramu negativnim bakterijam, kar je še posebej pomembno za t. i. 
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ESKAPE bakterije (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa in Enterobacter spp.). Zaradi želje po 
večjem prehajanju NBTI v bakterijske celice se raziskujejo razni lipofilni in bazični 
distančniki. Distančnik vpliva tudi na vezavo spojin na hERG K+ kanalčke in druge 
pomembne antitarče, zato z njegovo modifikacijo vplivamo na varnost spojin (66, 68, 72). 
Znane raziskane strukture centralne enote NBTI so tetrahidroindazol, piperidinkarboksilna 
kislina, aminopiperidin, oksabiciklooktan, cikloheksan in 1,3-dioksan (48, 59–61, 72–76).  
Z uvedbo hidroksilne skupine drugemu izmed dveh atomov, ki povezujeta LHS in 
centralno jedro distančnika, se topnost spojine poveča tudi več kot 100-krat, kar lahko 
povežemo z večjo peroralno učinkovitostjo (59). Uvedba bazične –NH2 skupine poveča 
polarnost (zniža logP za 1,1) (77) in bazičnost (poveča pKa za 1). Ta sprememba lahko 
očitno izboljša prehajanje NBTI skozi membrano po Gramu negativnih bakterij, še posebej 
pri trdovratnem sevu Pseudomonas aeruginosa. Z zamenjavo –NH2 skupine za –OH 
skupino se izboljša tudi MIC P. aeruginosa za približno 8-krat (77). Morebiten pozitiven 
vpliv povečanja bazičnosti ni pojasnjen – prehajanje NBTI je verjetno odvisno predvsem 
od pasivne absorpcije, vendar so neodvisne raziskave NBTI spojin s pozitivnim nabojem, 
ki je posledica primarnega amina, pokazale očitno povečano akumulacijo spojin v po 
Gramu negativnih bakterijskih patogenih (57, 77, 78). Poleg bazičnosti je uvedba 
kationskega centra na distančniku pomembna zaradi prej omenjene ionske interakcije z 
Asp83 GyrA (48). Najpogostejši distančniki so prikazani na sliki 5. 
 






Tipični desni del NBTI 
spojina a 
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Desni del (RHS) NBTI 
Glede na desni del lahko NBTI razdelimo v dve strukturni skupini: piridoksazinone (ali 
žveplovi analogi piridotiazinoni) in piridodioksanone (ali oksatioinopiridazini). Obe 
strukturni skupini tvorita s hidrofobnim ostankom GyrA pomembne interakcije in največ 
prispevata k aktivnosti in širokemu spektru delovanja NBTI (4). Pokazano je bilo, da je 
razdalja med Cα –Cα atomi nasprotnih GyrA α3-heliksov v S. aureus in E. coli različna, iz 
česar lahko sklepamo, da je vezavni žep GyrA pri E. coli (3,0–4,5 Å) celo ožji kot pri S. 
aureus  (5,5–7,5 Å) (79), prikazano na sliki 6. Le substituenti z malo hidrofobno skupino 
(npr. Cl, F, metil) na mestu 3 piridoksazinonske RHS ohranjajo protibakterijsko delovanje 
NBTI, medtem ko lahko uvedba polarnih skupin (npr. metoksi) močno zmanjša aktivnost 
zaradi nepolarnosti vezavnega žepa (80). Poleg opisanih struktur RHS so bile preizkušane 
tudi spojine z netipičnim ciklobutilfenilnim skeletom (62, 81). Pri teh je bila 2,5-difluoro 
substitucija najustreznejša za hkratno učinkovitost proti DNA-girazi in topoizomerazi IV S. 
aureus, najobetavnejša spojina vodnica v tej seriji je spojina a na sliki 5 (63, 75). Taka 
atipična NBTI spojina tudi nima sekundarnega dušika na distančniku, ki bi lahko služil kot 
donor vodikove vezi, ki je pogosto opisana kot ključna interakcija za potencialne 
protibakterijsko aktivnost, pa je vseeno primerljive jakosti kot ostale NBTI spojine. 
Vpliv bazičnega dušika v distančniku naj bi bil po prepričanju nekaterih raziskovalnih 
skupin v nasprotju s tedaj sprejeto povezanostjo strukture in učinkovitosti NBTI, saj 
sprememba amina v amida po njihovem nima oz. naj ne bi imela posebnega vpliva na 
učinkovitost spojin. Razlog za tako obnašanje spojin še ni znan (80). 
 
Slika 6: Razlika v velikosti vezavnega žepa DNA-giraze S. aureus (levo) in E. coli (desno). Prirejeno po (79). 
5,5–7,5 Å 
3,0–4,5 Å 
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1.3.2 Klinično obetavne NBTI spojine 
Do kliničnega testiranja so se prebile sledeče NBTI spojine (spojine b–e, slika 7): 
gepotidacin, AZD9742, GSK945237 in NXL101 (67, 69, 82–84). Od teh trenutno obeta le 
še gepotidacin, ki je v II. fazi kliničnega testiranja potrdil aktivnost proti po Gramu 
pozitivnim bakterijskim infekcijam in urogenitalni gonoreji, ki jo povzroča N. gonorrhea. 
Vključen je še v nadaljnje študije za indikacije, povzročene z nekaterimi po Gramu 
pozitivnimi in negativnimi bakterijami (85–88). Ostale naštete spojine so bile umaknjene iz 
nadaljnjih raziskav (npr. NXL101 že v I. fazi kliničnih testiranj zaradi podaljšanja QT 
intervala (84)). 
 
Slika 7: NBTI molekule, ki so (bile) v kliničnem testiranju. 
1.3.3 Izzivi načrtovanja novih NBTI 
Kljub velikemu potencialu NBTI proti širokemu spektru bakterij imajo pred vstopom v 
klinična testiranja in industrijsko proizvodnjo še veliko pomanjkljivosti. Izstopajoča je 
velika kardiotoksičnost zaradi zaviranja hERG kanalčkov, ki je velikokrat v korelaciji s 
protibakterijsko aktivnostjo. Poleg sprememb strukture NBTI za dosego ustrezne 
selektivnosti za tarčo in antitarčo je možna rešitev za izboljšan varnostni profil tudi 
zagotovitev dovolj velike razlike med toksično in terapevtsko koncentracijo (4). 
Za zagotovitev uspešne interkalacije mora biti LHS planaren in po velikosti podoben DNA 
baznim parom, zato obsežnejše modifikacije tega dela v prihodnosti niso verjetne. 
Podobno velja za distančnik. Najbolj zanimiv za raziskave in spremembe tako ostane RHS. 
Dobro aktivnost kažejo tako biciklični kot monociklični RHS fragmenti (4). Nedavno je 
bila raziskovana serija spojin NBTI s ciklobutilarilnim RHS, ki je kazala dobro 
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učinkovitost proti DNA-girazi (in topoizomerazi IV) (89), pa tudi substituirani 
monociklični arilni analogi (predvsem –Cl substituirani fenili), nadaljnje študije spojin te 
vrste pa kažejo, da so ugodni fenili s substituentom (–Cl, –Me, –CF3Me, –OMe in –
OCH2CF3) na poziciji 4 (72). Omenjeni monocikli niso zavirali topoizomeraze IV (72, 90). 
Pri nadaljnjem načrtovanju novih NBTI je pomembna tudi razlika v aktivnosti proti po 
Gramu pozitivnim in negativnim bakterijam, saj slabše zavirajo delovanje slednjih. To je 
verjetno povezano s slabim prehajanjem NBTI skozi celično steno po Gramu negativnih 
bakterij in prisotnostjo izlivnih črpalk. Razlika celičnih sten bakterij je prikazana na sliki 8. 
Z uvedbo –NH2 skupine na distančnik so prehajanje v po Gramu negativne bakterije 
izboljšali (68, 77), vprašljiva pa je uporabnost takih spojin in vivo, saj so primarni amini 
dobri nukleofili (91) in radi zapadejo metabolizmu. V novejših objavah se pojavljajo tudi 
netipične NBTI strukture, primer na sliki 9,  katerih centralno enoto sestavlja 
oksazolidinonski skelet, levi del biarilna struktura, za desni del pa je značilen 
piridoksazinon (92). 
 
Slika 8: Primerjava celičnih sten po Gramu pozitivne in po Gramu negativne bakterije. Prirejeno po (93). 
 
Slika 9: Netipični NBTI z biarilnim LHS, oksazolidinonskim distančnikom in piridoksazinonskim RHS.  
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2 NAMEN IN NAČRT DELA 
Cilj je priprava novih zaviralcev bakterijske DNA-giraze A iz razreda NBTI. Pri 
načrtovanju in sintezi bomo kot osnovni skelet LHS uporabljali 1,5-naftiridinski skelet s 4-
amino-1-etilpiperidinskim distančnikom. Usmerili se bomo v optimizacijo RHS molekule, 
ki se veže v hidrofobni žep in je s svojimi interakcijami ključen za selektivnost vezave za 
našo validirano tarčo, podenoto A DNA-giraze. 
Zaviralci bodo imeli tipično tridelno sestavo NBTI molekul. Heteroaromatični biciklični 
levi del molekule, ki tvori interakcije z molekulo DNA; distančnik, ki je pomemben za 
usmeritev LHS in DHS ter fizikalno-kemijske lastnosti; heterociklični desni del, ki se veže 
v hidrofobni žep DNA-giraze (48).  
 
Slika 10: Strukturni deli NBTI molekule. 
Prvo serijo spojin bomo načrtovali in sintetizirali na podlagi rezultatov rešetanja molekul 
in molekulskega sidranja na Kemijskem inštitutu. Spreminjali bomo zgolj biarilni ali 
kondenzirani heterociklični RHS, ki tvori interakcije z vezavnim mestom, ki odločilno 
pripomorejo k učinkovitosti spojine. Pričakujemo van der Waalsove, polarne in π–π 
interakcije ter vodikove vezi z aminokislinskimi ostanki Ala68, Val71, Met75 in Met121 
(57, 73, 94, 95). Na sliki 11 so z rožnato označeni sistemi, ki lahko tvorijo π–π interakcije, 
z zeleno fluorovi atomi, z rdečo barvo atomi, ki lahko sodelujejo kot akceptorji vodikove 
vezi in z modro tisti, ki so potencialni donorji vodikove vezi. Obarvan je le RHS, saj je 




Desni del  
(RHS) 
Distančnik  
Levi del  
(LHS) 
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Na podlagi bioloških testiranj – vrednosti IC50 in MIC v bakterijah E. coli in S. aureus, ki 
sta kazalnika jakosti oz. učinkovitosti delovanja sintetiziranih spojin – bomo pripravili 
drugo serijo spojin. RHS teh bo substituiran fenilni, pirazolni ali piridinski obroč, ki zaseda 
manj prostora in se predvidoma bolje prilega v aktivno mesto, poleg tega omogoča dodatne 
interakcije. 
Izhodna spojina, LHS z distančnikom, bo v vseh primerih komercialno dostopen terc-butil 
(1-(2-(6-metoksi-1,5-naftiridin-4-il)etil)piperidin-4-il)karbamat (DSK-1030), ki po 
odstranitvi Boc zaščite sprosti nukleofilni primarni amin, na katerega bomo z reduktivnim 
aminiranjem pripeli ustrezen aldehidni RHS fragment. Zaradi reaktivnosti oz. nestabilnosti 
spojine 1 (možna reakcija degradacije (96) je prikazana v poglavju kemijske razprave) 
bomo zaščito odstranili tik pred izvedbo nadaljnje reakcije. Izjema je reakcija za sintezo 
spojine 6, ki vsebuje amidno vez in jo bomo pripravili s sklopitvenim reagentom in 
ustreznega kislinskega RHS fragmenta. 
Za sprotno identifikacijo produktov bomo uporabljali tankoplastno kromatografijo z UV 
svetlobo in orositveni reagent ninhidrin za aminsko skupino. Čiščenje in izolacijo končnih 
spojin bomo izvedli s kolonsko kromatografijo, za identifikacijo ter karakterizacijo pa se 
bomo posluževali 1H in 13C jedrske magnetne resonance, infrardeče spektroskopije, masne 
spektrometrije visoke resolucije, visokotlačne tekočinske kromatografije in merjenja tališč. 
Spojine, ki so se na Kemijskem inštitutu pri in silico načrtovanju na podlagi strukture 
izkazale kot najbolj potencialni novi zaviralci bakterijske DNA-giraze, so prikazane na 
sliki 11. Z upoštevanjem omejitev za doseganje ustreznih fizikalno-kemijskih lastnostih,  
molekulskim sidranjem v aktivno mesto DNA-giraze S. aureus divjega tipa encima in 
homolognih modelov ter predhodnega pregleda literature NBTI molekul s podobnimi 
strukturnimi fragmenti smo za sintezo in nadaljnjo biološko vrednotenje izbrali spojine 2– 
13 na sliki 11. Spojine 2–6 imajo za desni del molekule bodisi biarilni bodisi 
benzoimidazolni fragment, spojine 7–13 pa mono- ali disubstituiran benzen, pirazol ali 
piridin. Prva skupina torej vsebuje potencialne NBTI z daljšim RHS, druga skupina pa take 
z manjšim mono- ali disubstituiranim aromatskim sistemom. 





Slika 11: Prikaz vseh končnih načrtovanih spojin. Z rožnato so označeni aromatski sistemi, z zeleno atomi 
fluora, z rdečo potencialni akceptorji in z modro donorji H-vezi. 
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3 MATERIALI IN METODE DELA 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Reagenti in topila 
Pri sintezah v okviru magistrske naloge smo uporabljali reagente in topila različnih 
proizvajalcev: Acros Organics, Carlo Erba, Fluka, Merck, Alfa Aesar in Sigma-Aldrich. 
Topila in reagenti so bili take čistosti, kot je navedel proizvajalec. Uporabljali smo jih 
direktno iz ustreznih vsebnikov. 
3.1.2 Laboratorijska oprema  
Pri delu v laboratoriju smo uporabljali analitsko tehtnico Sartorius® LP620P, magnetno 
mešalo IKA® RH basic, Rotavapor Büchi® type R114, UV svetilko Camag UV-cabinet II 
(λ = 254 / 366 nm), grelno pištolo Einhell® in vakuumsko črpalko Trivac D8B. 
3.2 METODE DELA 
3.2.1 Tankoplastna kromatografija (TLC)  
Za spremljanje poteka reakcije, izolacijo produkta in izbiro topil pri kolonski 
kromatografiji smo uporabljali tankoplastno kromatografijo (TLC). Za stacionarno fazo 
smo uporabljali silikagel plošče TLC Silica gel 60 F254 z 0,2 mm debelim nanosom 
silikagela na aluminijastem nosilcu in z dodanim fluorescenčnim indikatorjem, 
proizvajalec Merck, Nemčija. Za mobilno fazo smo uporabljali organska topila in njihove 
kombinacije, pretežno DKM, CHCl3 in EtOAc. Za dosego ustreznih retencijskih časov smo 
mobilni fazi dodali kapljico trietilamina ali ocetne kisline. Identifikacijo lis spojin smo 
izvajali z UV svetilko z valovno dolžino λ = 254 nm. Uporabljali smo tudi orositveni 
reagent ninhidrin za detekcijo in opazovanje določenih spojin. 
3.2.2 Kolonska kromatografija  
Kolonsko kromatografijo smo uporabljali za čiščenje produkta. Za stacionarno fazo smo 
uporabljali Silica Gel 60 z velikostjo delcev 0,040–0,063 mm, proizvajalec Merck, 
Nemčija. Glede na čistost zmesi in kompleksnost kromatografske ločbe smo izbrali 
stekleno kolono ustrezne velikosti in temu prilagodili količino stacionarne faze. Na podlagi 
potovanja spojine na TLC-ju smo uporabili  bodisi mobilno fazo CHCl3/MeOH bodisi 
DKM/MeOH v različnih razmerjih, ki smo ji včasih dodali kapljico Et3N za zaviranje 
ionizacije spojin in zato za hitrejšo in boljšo ločbo. Pretok mobilne faze smo po potrebi 
pospešili z zračnim nadtlakom. 
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3.2.3 Jedrska magnetna resonanca (NMR)  
Spektre 1H in 13C smo posneli s spektrometrom Bruker Avance DPX400 na Fakulteti za 
farmacijo, Univerze v Ljubljani. Glede na razpoložljivost in topnost smo vzorce raztopili v 
devteriranih topilih DMSO-d6 ali CDCl3. Za interni standard smo uporabljali tetrametilsilan 
(TMS). 
3.2.4 Masna spektrometrija (MS)  
Masne spektre smo posneli na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Masne spektre 
visoke ločljivosti (HRMS) pa smo s tehniko ESI posneli na spektrometru VG-Analytical 
Autospec Q proizvajalca Micromass v Centru za masno spektrometrijo na Institutu Jožef 
Stefan v Ljubljani.  
3.2.5 Infrardeča spektroskopija (IR)  
IR spektri so bili posneti na spektrometru Perkin Elmer 1600 Series FT-IR na Fakulteti za 
farmacijo, Univerze v Ljubljani. Posnete IR spektre smo obdelali s programom Omnic 
E.S.P. 5.3 proizvajalca Thermo Fischer Scientific, ZDA.  
3.2.6 Določanje tališč  
Temperaturo tališča smo določali na Koflerjevem talilnem mikroskopu, proizvajalec 
Cambridge Instruments, z ogrevalno mizico proizvajalca Leica na Fakulteti za farmacijo, 
Univerze v Ljubljani. Tališča so nekorigirana.  
3.2.7 Računalniška programska oprema 
NMR spektre smo analizirali z računalniškim programom MestreNova različica 6.0, 
proizvajalec Mestrelab Research, s katerim smo določili tudi pričakovane premike. V 
programu ChemDraw Professional 18.0, PerkinElmer Informatics, smo narisali strukturne 
formule spojin, izračunali njihovo molekulsko maso in določili molekulsko formulo. 
3.2.8 Molekulsko sidranje 
Nove biološko aktivne spojine lahko z virtualnim rešetanjem načrtujemo na podlagi 
strukture liganda (angl. ligand-based drug design) ali na podlagi poznane tridimenzionalne 
strukture tarče (angl. structure-based drug design). Najpogostejša metoda pri prvem načinu 
je uporaba farmakofornega modela, pri drugem pa molekulsko sidranje (angl. docking) – 
tj. metoda, s katero izračunamo konformacijo liganda v aktivnem mestu. Sidranje je 
sestavljeno iz iskalnega algoritma, ki išče različne položaje vezave spojine v aktivno 
mesto, in cenilne funkcije (angl. scoring), ki predvidi energijo afinitete, kar je ocena za 
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jakost interakcij s tarčo. Poznamo štiri kategorije cenilnih funkcij: take, ki temeljijo na 
polju sil (rezultat je vsota van der Waalsovih in elektrostatskih sil ter solvatacijskih 
prispevkov); empirične (rezultat temelji na eksperimentalno določenih vrednostih in je 
vsota energij vodikove vezi, hidrofobnih interakcij itd.); take, dobljene s statistično 
mehaniko; »machine-learning« funkcije (za razliko od prej naštetih klasičnih je ta 
neparametrična in ne predpostavlja vnaprej določene aditivne oblike). Pogosta je hkratna 
uporaba različnih klasičnih cenilnih funkcij (95, 97, 98). 
Če upoštevamo fleksibilnost tarče in liganda, govorimo o fleksibilnem sidranju, če 
upoštevamo zgolj fleksibilnost slednjega o semi-fleksibilnem sidranju, če je rigidno oboje 
pa o rigidnem sidranju. Programi za sidranje se glede na to, kako umeščajo ligand, delijo 
na simulacijske, naključne oz. stohastične in sistematične.  
V našem primeru je bilo sidranje rigidno. Pri delu smo uporabili program GOLD, ki je 
genetski algoritem, ki se zgleduje po Darwinovi teoriji in spada med naključne oz. 
stohastične metode (99, 100). 
3.2.9 Biološka testiranja  
Ovrednotenje zaviralnega učinka novih učinkovin in vitro smo izvedli na izoliranem 
divjem tipu DNA-giraze S. aureus in E. coli. Vrednosti IC50 smo določili vsem spojinam, 
ki so kazale več kot 50 % encimskega zaviranja pri koncentraciji 100 μM. Ostale spojine 
smo kategorizirali kot neaktivne (IC50 > 100 μM). Protibakterijsko aktivnost na celih 
celicah, izraženo kot MIC, smo ovrednotili proti številnim bakterijskim sevom.  
Določitev zaviralne aktivnosti DNA-giraze  
Za določanje vrednosti IC50 smo uporabili test »Gyrase Supercoiling High Throughput 
Plate assay« (Inspiralis, Norwich, UK) na S. aureus in E. coli. Testiranje smo izvajali na 
črni, s streptavidinom prevlečeni, mikrotitrski plošči s 96 vdolbinicami. Najprej smo 
rehidrirali jamice s priloženim pufrom za spiranje, nato smo v vsako celico imobilizirali z 
biotinom vezan oligonukleotid, ki je bil razredčen s pufrom za spiranje, presežek pa smo 
odstranili s pufrom za spiranje in ultra čisto vodo. 1,5 enot encima DNA-giraze S. aureus 
ali E. coli smo inkubirali skupaj z 0,75 μg sproščenega pNO1 plazmida kot substrata v 
prisotnosti 3 μL raztopine zaviralca v 10 % DMSO in 0,008 % Tween-20 pri 37 °C za 30 
minut v končnem reakcijskem volumnu 30 μL (do končnega volumna smo dopolnili s 
pufrom, ki je vseboval za girazo pomembne sestavine). Reakcijo smo prekinili z dodatkom 
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pufra TF in tako naslednjih 30 minut omogočili oblikovanje trojnega kompleksa biotin-
oligonukleotid-plazmid. S pufrom TF smo sprali nevezani plazmid in nato dodali barvilo 
Promega Diamond raztopljeno v pufru T10. Po 10 minutah smo raztopino zmešali in 
določili fluorescenco z uporabo fluorimetra Tecan Fluorimeter (ekscitacija pri 495 nm, 
emisija pri 537 nm). Za predhodno preiskavo (angl. preliminary screening) smo uporabili 
štiri zaviralne koncentracije: 100, 10, 1 in 0,1 μM. IC50 vrednosti smo določili pri sedmih 
koncentracijah zaviralca za spojine, ki so pri koncentraciji zaviralca 100 μM kazale 
rezidualno aktivnost encima manj kot 50 %, medtem ko so bile druge spojine zabeležene 
kot neaktivne (IC50 > 100 μM). Koncentracijo zaviralca, pri kateri je rezidualna aktivnost 
encima 50 % (IC50), smo izračunali z uporabo nelinearne regresije, ki temelji na prileganju 
zaviralne krivulje log[zaviralec] proti od odgovora odvisnemu naklonu (štiri parametri). 
IC50 vrednosti predstavljajo povprečje dveh do štirih neodvisnih meritev. Za pozitivno 
kontrolo smo uporabljali ciprofloksacin (79).   
Testiranje protibakterijske aktivnosti  
Protibakterijsko delovanje je določala doc. dr. Martina Hrast z Univerze v Ljubljani, 
Fakultete za farmacijo. 
Testiranje protibakterijske aktivnosti, izražene kot MIC, smo izvedli z bujonsko 
mikrodilucijsko metodo s ploščo s 96 vdolbinicami, pri čemer smo upoštevali smernice 
Clinical and Laboratory Standards Institute in priporočila European Committee on 
Antimicrobial Susceptibility Testing. Bakterijsko suspenzijo specifičnih bakterijskih 
sevov, ki je ekvivalentna 0,5 McFarland standardu motnosti, smo raztopili s kation 
prilagojenim Müller Hinton bujonom s TES, da bi dosegli končni inokulum 105 CFU/mL. 
Spojine raztopljene v DMSO in inokulum smo zmešali in inkubirali 20 ur pri 37 °C. Po 
inkubaciji smo določili MIC vrednosti z vizualnim pregledom, saj najnižja razredčitev 
spojin ni pokazala motnosti. MIC vrednosti smo najprej določili proti bakterijskim sevom 
S. aureus (ATCC 29213) in E. coli (ATCC 25922), nato pa še proti E. faecalis (RDK 057), 
P. aeruginosa (RDK 184), S. agalactiae (RDK 047), S. alachua (RDK 030c), meticilin 
rezistentni S. schleiferi in različnim rezistotipom meticilin rezistentnih Staphylococcus 
pseudiintermedius (MRSP S-35, S-40, S-48, S-51, S-52 in S-84). Za pozitivno kontrolo 
smo na vseh analiznih ploščah uporabljali tetraciklin (79).  
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4 EKSPERIMENTALNI DEL 
4.1 SPLOŠNI REAKCIJSKI POSTOPKI 
Opisani so splošni postopki priprave končnih spojin. Točne količine uporabljenih 
reagentov so navedene v tabeli pri posamezni reakciji oz. pod analiznimi rezultati ustreznih 
končnih spojin. 
 
Shema 1: Splošna sintezna shema končnih spojin. Reagenti in pogoji: (a) 1. AcOH, MeOH, rt, 2h. 2. 
NaCNBH3, MeOH, 0 °C, 24h. 3. NaHCO3. (b) TBTU, Et3N, ACN.  
4.1.1 Splošen postopek za odščito zaščitne skupine Boc 
V 100 mL bučko smo natehtali terc-butil (1-(2-(6-metoksi-1,5-naftiridin-4-il)etil)piperidin-
4-il)karbamat (DSK-1030) (1,5 g, 3,88 mmol, 1 ekv.) in prepihali z argonom. Skozi 
septum smo dodali 1M HCl/AcOH (30 mL, 12,5 mmol, 7,7 ekv.) in reakcijsko zmes 
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mešali na magnetnem mešalniku pri sobni temperaturi 1 h pod argonovo atmosfero, nato 
smo uparili topilo na rotavaporju. Suh zaostanek v bučki smo raztopili v nasičeni raztopini 
NaHCO3 (70 mL) ter dodali 1,0 M NaOH do pH 1, kvantitativno prenesli v lij ločnik in 
zmes ekstrahirali z DKM (3 x 30 mL). Združene organske faze smo sušili z Na2SO4, 
filtrirali in na rotavaporju uparili topilo dokler ni ostala viskozna spojina 1. 
4.1.2 Splošen postopek za reduktivno aminiranje 
Bučko (10, 25 ali 50 mL) smo v sušilniku predhodno sušili pri 120 °C vsaj 0,5 h. V vročo 
bučko smo dodali ustrezen aldehid (1,2–1,6 ekv.), spojino 1 (0,150 g, 0,524 mmol, 1 ekv.), 
magnetek, zaprli s septumom in dobro prepihali z argonom. Dodali smo približno 5–10 mL 
brezvodnega metanola in 0,5 ekv. AcOH ter pustili mešati vsaj 2 h pri sobni temperaturi 
pod argonovo atmosfero. Nato smo zatehtali 2–4 ekv. NaCNBH3 (0,099 g, 1,571 mmol, 
3,0 ekv.) in ga raztopili v majhni količini brezvodnega metanola (približno 1–3 mL). 
Bučko z reakcijsko zmesjo smo ohladili na ledeni kopeli in po kapljicah dodali NaCNBH3. 
Reakcijo smo pustili potekati čez noč (do 24 h), pri čemer se je temperatura dvignila na 
sobno temperaturo. Nato smo uparili topilo in preostanek raztopili v EtOAc (20 mL). 
Raztopino smo ekstrahirali z nasičeno raztopino NaHCO3 (3 x z 10 ml). Organsko fazo 
smo ločili in dodali Na2SO4, pomešali in filtrirali ter topilo uparili. Zaostanek v bučki smo 
očistili s kolonsko kromatografijo s stacionarna fazo SiO2 in mobilno fazo 
CHCl3 : MeOH = 9 : 1, ki smo ji proti koncu ločbe dodali kapljico Et3N. 
4.1.3 Splošen postopek za sklopitev amina s karboksilno kislino 
V 25 mL bučko smo zatehtali karboksilno kislino KAR-1, TBTU, dodali magnetek in 
raztopili v nekaj mL acetonitrila. Namestili smo septum, prepihali z argonom in dodali 3 
ekvivalente trietilamina. Mešali smo 0,5 h in nato po kapljicah dodali spojino 1, 
raztopljeno v acetonitrilu. Reakcijo smo pustili potekati čez noč. Po končani reakciji smo 
zmes odfiltrirali. Dobljen filtrat smo očistili s kolonsko kromatografijo, ostalo oborino pa 
smo raztopili v kisli raztopini destilirane vode (pH = 1) in naredili ekstrakcijo z DKM (2 x 
20 mL) ter šele nato očistili z enakim postopkom – mobilna faza CHCl3 : MeOH = 9 : 1.  
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4.2 SINTEZNI POSTOPKI IN ANALITSKI PODATKI 




Shema 2: Reakcijska shema sinteze spojine 1. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 1,41–1,51 (m, 2H, CH2), 1,88 (d, 2H, J = 11,9 
Hz, CH2), 2,20 (t, 2H, J = 11,0 Hz, CH2), 2,72 (m, 1H, NH2-CH), 2,73–2,84 (m, 2H, NR2-
CH2), 3,05 (d, 2H, J = 11,5 Hz, CH2), 3,30–3,46 (m, 2H, NR2-CH2), 4,08 (s, 3H, O-CH3), 
7,11 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Har), 7,41 (d, 1H, J = 4,5 Hz, Har), 8,19 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Har), 
8,66 (d, 1H, J = 4,5 Hz, Har). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 28,46; 35,83; 52,37; 53,72; 58,37; 77,23; 116,31; 
124,24; 140,33; 140,97; 141,48; 146,64; 147,70; 161,43. 
IR (ATR): ν [cm –1] = 3271, 2941, 2811, 1614, 1590, 1503, 1489, 1438, 1398, 1334, 1125, 
1079, 1018, 932, 853, 807, 751, 713, 615, 584, 536. 
MS (ESI+): m/z za C16H22N4O14 ([M + H]+): izračunano 287,2; izmerjeno 287,2. 
HRMS (ESI+): m/z za C16H22N4O14 ([M + H]+): izračunano 287,1872; izmerjeno 
287,1875. 
Talilni interval [°C] = / 
Videz: rjavordeča, smolnata spojina.  Izkoristek: η = 88,2 %. 
  







Shema 3: Reakcijska shema sinteze spojine 2. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 1,43–1,61 (m, 2H, CH2), 1,99 (d, 2H, J = 11,2 
Hz, CH2), 2,21 (t, 2H, J = 10,8 Hz, CH2), 2,59–2,69 (m, 1H, NH2-CH), 2.78–2,82 (m, 2H, 
NR2-CH2), 3,06 (d, 2H, J = 11,6 Hz, CH2), 3,33–3,42 (m, 2H, NR2-CH2), 3,84 (s, 3H, 
CH3), 4,08 (s, 3H, O-CH3), 4,12 (s, 2H, CH2), 7,11 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Har), 7,23–7,27 (m, 
1H, Har), 7,27–7,31 (m, 1H, Har), 7,32–7,36 (m, 1H, Har), 7,41 (d, 1H, J = 4,5 Hz, Har), 
7,70–7,75 (m, 1H), 8,18 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Har), 8,66 (d, 1H, J = 4,5 Hz, Har). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 28,43; 29,96; 32,52; 43,89; 52,18; 53,74; 58,39; 
77,24; 109,09; 116,32; 119,46; 121,94; 122,49; 124,25; 136,16; 140,33; 140,96; 141,48; 
142,26; 146,57; 147,70; 153,18; 161,43. 
IR (ATR): ν [cm –1] = 3390, 2932, 2798, 1611, 1590, 1501, 1490, 1480, 1447, 1400, 1353, 
1333, 1261, 1201, 1187, 1111, 1077, 1012, 874, 843, 770, 642, 584. 
MS (ESI+): m/z za C25H30N6O ([M + H]+): izračunano 431,3; izmerjeno 431,3. 
HRMS (ESI+): m/z za C25H30N6O ([M + H]+): izračunano 431,2559; izmerjeno 431,2563. 
Talilni interval [°C] = 57–62. 
Videz: trdno, rjavordeče.   Izkoristek: η = 35,1 %.  
REAGENT Molska masa [g/mol] Ekvivalent Masa [g] 
Spojina 1 286,37 1,0 0,150 
ALD-1 160,17 1,2 0,101 
NaCNBH3 62,84 3,0 0,099 
  







Shema 4: Reakcijska shema sinteze spojine 3. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 1,45–1,55 (m, 2H, CH2), 1,98 (d, 2H, J = 12,0 
Hz, CH2), 2,19 (t, 2H, J = 10,9 Hz, CH2), 2,53–2,70 (m, 1H, NH2-CH), 2,75–2,85 (m, 2H, 
NR2-CH2), 3,07 (d, 2H, J = 11,7 Hz), 3,37–3,41 (m, 2H, NR2-CH2), 3,81 (s, 2H, CH2), 
4,08 (s, 3H, O-CH3), 7,09–7,17 (m, 3H, Har), 7,42 (d, 1H, J = 4,5 Hz, Har), 7,60–7,65 (m, 
2H, Har), 7,65 (s, 1H, Har), 7,84 (s, 1H, Har), 8,18 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Har), 8,66 (d, 1H, J = 
4,5 Hz, Har). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 28,46; 32,66; 40,73; 52,35; 53,72; 58,41; 77,24; 
116,22; 116,29; 120,66; 124,25; 125,67; 136,57; 140,36; 140,76; 140,98; 141,50; 146,69; 
147,72; 161,02; 161,42; 163,59. 
IR (ATR): ν [cm –1] = 2927, 2803, 1613, 1591, 1489, 1458, 1443, 1400, 1334, 11263, 
1216, 1157, 1126, 1098, 1077, 1042, 1019, 952, 851, 836, 810, 774, 768, 743, 713, 661, 
625, 524. 
MS (ESI+): m/z za C26H29FN6O ([M + H]+): izračunano 461,2; izmerjeno 461,2. 
HRMS (ESI+): m/z za C26H29FN6O ([M + H]+): izračunano 461,2465; izmerjeno 
461,2452. 
Talilni interval [°C] = 59–74.  Širok interval je temperatura steklastega prehoda. 
Videz: trdno, svetlorjav do rumenozelen prah. Izkoristek: η = 28,9 %. 
REAGENT Molska masa [g/mol] Ekvivalent Masa [g] 
Spojina 1 286,37 1,0 0,220 
ALD-2 190,17 1,5 0,220 
NaCNBH3 62,84 4,0 0,193 
  







Shema 5: Reakcijska shema sinteze spojine 4. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 1,50–1,59 (m, 2H, CH2), 2,00 (d, 2H, J = 14,3 
Hz, CH2), 2,19 (t, J = 10,8 Hz, 2H), 2,60–2,70 (m, 1H, NH2-CH), 2,73–2,87 (m, 2H, NR2-
CH2), 3,08 (d, 2H, J = 11,9 Hz), 3,31–3,43 (m, 2H, NR2-CH2), 3,83 (s, 2H, CH2), 4,08 (s, 
3H, O-CH3), 7,11 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Har), 7,24–7,30 (m, 1H, Har), 7,40–7,47 (m, 3H, Har), 
7,65-7,68 (m, 3H, Har), 7,94 (s, 1H, Har), 8,19 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Har), 8,66 (d, 1H, J = 4,5 
Hz, Har). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 28,39; 32,23; 40,52; 52,22; 53,73; 58,31; 77,24; 
116,31; 118,91; 121,86; 124,26; 125,81; 126,37; 129,44; 140,10; 140,32; 140,82; 140,96; 
141,47; 146,58; 147,69; 161,43. 
IR (ATR): ν [cm –1] = 2941, 2807, 1612, 1594, 1502, 1489, 1463, 1437, 1398, 1373, 1333, 
1259, 1105, 1076, 1017, 953, 851, 807, 712, 690, 653, 610, 596, 584, 508.  
MS (ESI+): m/z za C26H30N6O ([M + H]+): izračunano 443,3; izmerjeno 443,3. 
HRMS (ESI+): m/z za C26H30N6O ([M + H]+): izračunano 443,2559; izmerjeno 443,2560. 
Talilni interval [°C] = / 
Videz: smolnato, oranžnordeče.  Izkoristek: η = 48,9 %.  
REAGENT Molska masa [g/mol] Ekvivalent Masa [g] 
Spojina 1 286,37 1,0 0,220 
ALD-3 172,1 1,5 0,198 
NaCNBH3 62,84 3,0 0,145 
 
  







Shema 6: Reakcijska shema sinteze spojine 5. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 1,46–1,55 (m, 2H, CH2), 1,97 (d, 2H, J = 10,1 
Hz, CH2), 2,22 (t, 2H, J = 10,8 Hz, CH2), 2,48 (s, 3H, CH3-Ar) 2,50–2,58 (m, 1H, NH2-
CH), 2,87–2,79 (m, 2H, NR2-CH2), 3,07 (d, 2H, J = 11,8 Hz, CH2), 3,35–3,43 (m, 2H, 
NR2-CH2), 4,07 (s, 3H, O-CH3), 4,11 (s, 2H, CH2), 6,70 (t, 1H, J = 6,8 Hz, Har), 6,92–7,00 
(m, 1H, Har), 7,12 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Har), 7,41 (d, 1H, J = 4,5 Hz, Har), 8,15 (d, 1H, J = 
6,7 Hz, Har), 8,18 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Har), 8,66 (d, 1H, J = 4,5 Hz, Har). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 13,38; 17,10; 28,37; 32,51; 39,96; 52,25; 53,73; 
58,32; 77,23; 111,59; 116,35; 118,45; 122,38; 123,06; 124,26; 126,17; 139,85; 140,37; 
140,93; 141,51; 144,94; 146,33; 147,72; 161,46. 
IR (ATR): ν [cm –1] = 3258, 2925, 2813, 1613, 1590, 1489, 1437, 1398, 1373, 1354, 1333, 
1259, 1102, 1020, 983, 853, 807, 767, 745, 641, 584, 568. 
MS (ESI+): m/z za C26H32N6O ([M + H]+): izračunano 445,3; izmerjeno 445,3. 
HRMS (ESI+): m/z za C26H32N6O ([M + H]+): izračunano 445,2716; izmerjeno 445,2704. 
Talilni interval [°C] = 50–61. 
Videz: poltrdno, rjavooranžno.  Izkoristek: η = 23,6 %.  
REAGENT Molska masa [g/mol] Ekvivalent Masa [g] 
Spojina 1 286,37 1,0 0,252 
ALD-4 174,20 1,0 0,157 
NaCNBH3 62,84 3,0 0,165 
  







Shema 7: Reakcijska shema sinteze spojine 6. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 1,63–1,73 (m, 2H, CH2), 2,08 (d, 2H, J = 12,5 
Hz, CH2), 2,34 (t, 2H, J = 11,3 Hz, CH2), 2,87–2,79 (m, 2H, NR2-CH2), 3,08 (d, 2H, J = 
11,3 Hz, CH2), 3,44–3,35 (m, 2H, NR2-CH2), 3,99–4,07 (m, 1H, RCONH-CH), 4,08 (s, 
3H, O-CH3), 7,12 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Har), 7,36 (dd, 1H, J = 9,5; 1,7 Hz, Har) 7,42 (d, 1H, J 
= 4,5 Hz, Har), 7,66–7,70 (m, 1H, Har), 8,19 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Har), 8,23 (s, 1H, Har), 
8,61–8,63 (m, 1H, Har), 8,67 (d, 1H, J = 4,5 Hz, Har).  
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 28,48; 32,33; 52,29; 53,73; 58,40; 77,23; 100,12; 
115,14; 115,86; 116,34; 119,31; 124,24; 125,70; 132,62; 140,38; 140,99; 141,52; 142,38; 
143,56; 147,71; 160,88; 161,45.  
IR (ATR): ν [cm –1] = 3403, 3276, 3128, 2948, 2814, 2365, 2229, 2176, 1661, 1650, 1612, 
1591, 1564, 1503, 1430, 1400, 1335, 1302, 1258, 1230, 1137, 1121, 1074, 1018, 855. 
MS (ESI+): m/z za C25H25N7O2 ([M + H]+): izračunano 456,2; izmerjeno 456,2. 
HRMS (ESI+): m/z za C25H25N7O2 ([M + H]+): izračunano 456,2148; izmerjeno 
456,2153. 
Talilni interval [°C] = 175–179. 
Videz: trdno, bel prah.   Izkoristek: η = 25,9 %. 
  







Shema 8: Reakcijska shema sinteze spojine 7. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 1,49 (d, 6H, J = 6,7 Hz), 1,60–1,74 (m, 2H, CH2), 
2,07 (d, 2H, J = 10,7 Hz, CH2), 2,30–2,49 (m, 2H), 2,72–2,84 (m, 1H, NH2-CH), 2,90–
3,00 (m, 2H, NR2-CH2), 3,18 (d, 2H, J = 11,9 Hz, CH2), 3,36–3,50 (m, 2H, NR2-CH2), 
3,79 (s, 2H, NHR1-CH2), 4,08 (s, 3H, O-CH3), 4,40–4,54 (m, 1H, CH) 7,12 (d, 1H, J = 9,0 
Hz, Har), 7,44 (d, 1H, J = 4,5 Hz, Har), 7,46 (s, 1H, Har), 7,48 (s, 1H, Har) 8,19 (d, 1H, J = 
9,0 Hz, Har), 8,67 (d, 1H, J = 4,5 Hz, Har).     
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 22,94; 27,88; 30,24; 40,26; 51,40; 53,85; 53,90; 
57,73; 116,53; 124,41; 126,51; 138,54; 140,38; 140,80; 141,53; 147,74; 161,62. 
IR (ATR): ν [cm –1] = 2942, 2814, 2328, 2169, 1613, 1590, 1490, 1439, 1399, 1372, 1334, 
1261, 1182, 1122, 1079, 1018, 984, 854, 808, 750, 625, 585, 539. 
MS (ESI+) [m/z] za C23H32N6O ([M + H]+): izračunano 409,3; izmerjeno 409,3. 
HRMS (ESI+) [m/z] za C23H32N6O ([M + H]+): izračunano 409,2710; izmerjeno 
409,2706. 
Talilni interval [°C] = / 
Videz: poltrdno, smolnato, svetlorjavo.  Izkoristek: η = 40,8 %.  
REAGENT Molska masa [g/mol] Ekvivalent Masa [g] 
Spojina 1 286,37 1,0 0,201 
ALD-6 138,17 1,1 0,108 
NaCNBH3 62,84 3,0 0,132 
  







Shema 9: Reakcijska shema sinteze spojine 8. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 1,44–1,55 (m, 2H, CH2), 1,96 (d, 2H, J = 11,6 
Hz, CH2), 2,19 (t, 2H, J = 10,5 Hz), 2,48–2,59 (m, 1H, NH2-CH), 2,72–2,84 (m, 2H, NR2-
CH2), 3,06 (d, 2H, J = 11,7 Hz), 3,34–3,41 (m, 2H, NR2-CH2), 3,81 (s, 2H, CH2), 3,89 (s, 
3H, O-CH3), 4,07 (s, 3H, O-CH3), 6,53 (t, 1H, J = 75,4 Hz, O-CF2-H), 6,88 (dd, 1H, J = 
8,1; 1,8 Hz, Har), 7,01 (d, 1H, J = 1,6 Hz, Har), 7,10 (d, 1H, J = 8,4 Hz, Har), 7,11 (d, 1H, J 
= 8,8 Hz, Har), 7,41 (d, 1H, J = 4,5 Hz, Har), 8,18 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Har), 8,66 (d, 1H, J = 
4,5 Hz, Har). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 28,45; 32,79; 50,51; 52,36; 53,71; 55,91; 58,41; 
77,23; 112,34; 116,25; 116,29; 120,21; 122,22; 124,25; 138,73; 139,72; 140,37; 140,97; 
141,50; 146,62; 147,72; 151,08; 161,42. 
IR (ATR): ν [cm –1] = 2937, 2832, 1610, 1592, 1507, 1490, 1465, 1419, 1398, 1374, 1334, 
1264, 1212, 1191, 1079, 1034, 1015, 853, 811, 787, 753, 732, 586. 
MS (ESI+) [m/z] za C25H30F2N4O3 ([M + H]+): izračunano 473,3; izmerjeno 473,3. 
HRMS (ESI+) [m/z] za C25H30F2N4O3 ([M + H]+): izračunano 473,2359; izmerjeno 
473,2354.     Talilni interval [°C] = 85–93. 
Videz: trdno, rdečerjavo, kristalinično. Izkoristek: η = 63,8 %.  
REAGENT Molska masa [g/mol] Ekvivalent Masa [g] 
Spojina 1 286,37 1,0 0,194 
ALD-7 202,15 1,1 0,151 
NaCNBH3 62,84 3,5 0,149 
  







Shema 10: Reakcijska shema sinteze spojine 9. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 1,47–1,57 (m, 2H, CH2), 1,97 (d, 2H, J = 10,9 
Hz, CH2), 2,23 (t, 2H, J = 10,7 Hz, CH2), 2,60 (m, 1H, NH2-CH), 2,78–2,86 (m, 2H, NR2-
CH2), 3,09 (d, 2H, J = 11,7 Hz, CH2), 3,33–3,43 (m, 2H, NR2-CH2), 3,75 (s, 2H, NHR1-
CH2), 4,07 (s, 3H, O-CH3), 6,51 (t, 1H, J = 74,3 Hz, O-CF2-H), 6,80 (dd, J = 8,2, 1,9 Hz, 
1H, Har), 6,97 (d, 1H, J = 1,9 Hz, Har), 7,02 (d, 1H, J = 8,2 Hz, Har), 7,11 (d, 1H, J = 9,0 
Hz, Har), 7,42 (d, 1H, J = 4,5 Hz, Har), 8,19 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Har), 8,66 (d, 1H, J = 4,5 
Hz, Har). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 28,27; 32,12; 50,01; 52,11; 53,75; 58,21; 77,24; 
116,41; 117,21; 119,91; 120,44; 124,31; 137,65; 139,01; 140,24; 140,94; 141,41; 146,41; 
147,62; 147,97; 161,49; 185,44  
IR (ATR): ν [cm –1] = 2944, 2338, 1612, 1595, 1490, 1438, 1399, 1334, 1297, 1261, 1113, 
1076, 1049, 1014, 851, 809, 782, 752, 714, 674, 641, 586. 
MS (ESI+) [m/z] za C24H28F2N4O3 ([M + H]+): izračunano 459,3; izmerjeno 459,3. 
HRMS (ESI+) [m/z] za C24H28F2N4O3 ([M + H]+): izračunano 459,2202; izmerjeno 
459,2196.     Talilni interval [°C] = / 
Videz: trdno, svetlorjavo, kristalinično.  Izkoristek: η = 50,2 %. 
REAGENT Molska masa [g/mol] Ekvivalent Masa [g] 
Spojina 1 286,37 1,0 0,171 
ALD-8 188,13 1,2 0,138 
NaCNBH3 62,84 3,5 0,131 
  







Shema 11: Reakcijska shema sinteze spojine 10. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 1,44–1,55 (m, 2H, CH2), 1,95 (d, 2H, J = 12,6 
Hz, CH2), 2,18 (t, 2H, J = 10,5 Hz, CH2), 2,46–2,62 (m, 1H, NH2-CH), 2,74–2,86 (m, 2H, 
NR2-CH2), 3,05 (d, 2H, J = 11,8 Hz, CH2), 3,31–3,44 (m, 2H, NR2-CH2), 3,80 (s, 2H, 
CH2), 4,07 (s, 3H, O-CH3), 6,97–7,04 (m, 2H, Har), 7,11 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Har), 7,27–7,33 
(m, 2H, Har), 7,41 (d, 1H, J = 4,5 Hz, Har), 8,18 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Har), 8,66 (d, 1H, J = 
4,5 Hz, Har). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 28,43; 32,71; 50,07; 52,32; 53,71; 58,41; 77,24; 
115,20; 116,29; 124,25; 129,54; 136,41; 140,35; 140,97; 141,50; 146,67; 147,71; 161,42; 
161,88. 
IR (ATR): ν [cm –1] = 3035, 2935, 2811, 1611, 1592, 1505, 1489, 1468, 1441, 1398, 1369, 
1334, 1299, 1263, 1215, 1106, 1077, 1017, 932, 850, 812, 790, 751, 712, 696, 647, 607, 
584, 564. 
MS (ESI+) [m/z] za C23H27FN4O ([M + H]+): izračunano 395,2; izmerjeno 395,2. 
HRMS (ESI+) [m/z] za C23H27FN4O ([M + H]+): izračunano 395,2242; izmerjeno 
395,2238.     Talilni interval [°C] = 55–60. 
Videz: trdno, svetlorjavo, kristalinično.  Izkoristek: η = 54,4 %. 
REAGENT Molska masa [g/mol] Ekvivalent Masa [g] 
Spojina 1 286,37 1,0 0,233 
ALD-9 124,11 1,05 0,09 mL 
NaCNBH3 62,84 3,5 0,179 
  







Shema 12: Reakcijska shema sinteze spojine 11. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 1,42–1,54 (m, 2H, CH2), 1,95 (d, 2H, J = 12,1 
Hz, CH2), 2,17 (t, 2H, J = 10,9 Hz, CH2), 2,48–2,57 (m, 1H, NH2-CH), 2,72–2,83 (m, 2H, 
NR2-CH2), 3,05 (d, 2H, J = 11,8 Hz, CH2), 3,30–3,43 (m, 2H, NR2-CH2), 3,94 (s, 2H, 
CH2), 4,07 (s, 3H, O-CH3), 7,11 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Har), 7,41 (d, 1H, J = 4,5 Hz, Har), 7,65 
(d, 1H, J = 8,0 Hz, Har), 7,91 (dd, 1H, J = 8,0, 1,4 Hz, Har), 8,18 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Har), 
8,66 (d, 1H, J = 4,5 Hz, Har), 8,69 (d, 1H, J = 1,1 Hz, Har). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 28,50; 32,85; 47,66; 52,29; 53,71; 58,40; 77,24; 
116,30; 120,22; 121,66; 124,22; 136,86; 139,79; 140,36; 140,97; 141,50; 146,65; 147,06; 
147,71; 149,73; 161,42.  
IR (ATR): ν [cm –1] = 2946, 2796, 1612, 1590, 1490, 1449, 1400, 1373, 1334, 1262, 1172, 
1119, 1083, 1014, 980, 837, 799, 751, 631, 586. 
MS (ESI+) [m/z] za C23H26F3N5O ([M + H]+): izračunano 446,3; izmerjeno 446,3. 
HRMS (ESI+) [m/z] za C23H26F3N5O ([M + H]+): izračunano 446,2162; izmerjeno 
446,2157.     Talilni interval [°C] = 75–78. 
Videz: trdno, rdečkasto rjavo, amorfno.  Izkoristek: η = 60,1 %. 
REAGENT Molska masa [g/mol] Ekvivalent Masa [g] 
Spojina 1 286,37 1,0 0,184 
ALD-10 175,11 1,05 0,118 
NaCNBH3 62,84 3,5 0,141 
  







Shema 13: Reakcijska shema sinteze spojine 12. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 1,50–1,61 (m, 2H, CH2), 2,00 (d, 2H, J = 11,1 
Hz, CH2), 2,30 (t, 2H, J = 12,9 Hz, CH2), 2,55–2,72 (m, 1H, NH2-CH), 2,78–2,89 (m, 2H, 
NR2-CH2), 3,11 (d, 2H, J = 11,8 Hz, CH2), 3,33–3,44 (m, 2H, NR2-CH2), 3,74 (s, 2H, 
CH2), 4,08 (s, 3H, O-CH3), 4,71 (m, 2H, CH2), 5,19–5,25 (m, 1H, Ha), 5,25–2,29 (m, 1H, 
Ha'), 6,01 (m, 1H, Hb'), 7,12 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Har), 7,40 (s, 1H, Har), 7,42 (d, 1H, J = 4,5 
Hz, Har), 7,47 (s, 1H, Har), 8,19 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Har), 8,66 (d, 1H, J = 4,5 Hz, Har). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 28,19; 31,71; 40,57; 51,98; 53,77; 54,79; 58,15; 
77,23; 116,39; 118,78; 124,32; 128,19; 132,84; 139,02; 140,38; 140,90; 141,52; 147,74; 
161,51. 
IR (ATR): ν [cm –1] = 2938, 2805, 2324, 2167, 1612, 1589, 1489, 1439, 1398, 1372, 1333, 
1260, 1119, 1077, 1018, 990, 928, 853, 807, 731, 642, 585. 
MS (ESI+) [m/z] za C23H30N6O ([M + H]+): izračunano 407,3; izmerjeno 407,3. 
HRMS (ESI+) [m/z] za C23H30N6O ([M + H]+): izračunano 407,2554; izmerjeno 
407,2547. 
Talilni interval [°C] = / 
Videz: poltrdno, temno rdeče.  Izkoristek: η = 31,7 %. 
REAGENT Molska masa [g/mol] Ekvivalent Masa [g] 
Spojina 1 286,37 1,0 0,200 
ALD-11 160,17 1,2 0,112 
NaCNBH3 62,84 3,8 0,166 
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Shema 14: Reakcijska shema poskusa sinteze spojine 13. 
REAGENT Molska masa [g/mol] Ekvivalent Masa [g] 
Spojina 1 286,37 1,0 0,211 
ALD-12 150,14 1,05 0,116 
NaCNBH3 62,84 3,5 0,162 
 
KOMENTAR 
Reakcija sinteze spojine 13 ni potekla. Po enem dnevu smo dodali še 0,15 ekvivalenta 
NaCNBH3 in 0,10 ekvivalenta ALD-12. Po enem tednu reakcija še vedno ni potekla. 
Vzrok je morda slaba topnost uporabljenega aldehida, karboksilna funkcionalna skupina, ki 
niža pH reakcijske raztopine in s povzročanjem ionizacije zmanjšuje nukleofilnost 
reaktivnega dušika, ali slaba kakovost uporabljenega fragmenta (nismo imeli podatki o 
njegovi starosti). 
  




5.1 KEMIJSKA RAZPRAVA 
5.1.1 Stabilnost izhodne spojine 
Zaradi nestabilnosti oz. reaktivnosti izhodne spojine 1 smo jo hranili v obliki karbamata 
(zaščitna skupina Boc na aminu) v dobro zaprtem vsebniku na hladnem in temnem 
prostoru. Možna oksidativna degradacija spojine 1 je prikazana na shemi 15. 
 
Shema 15: Shema možne oksidativne degradacije spojine 1. 
5.1.2 Optimizacija reakcije reduktivnega aminiranja 
Iz sinteznega načrta je razvidno, da je bila za pripravo končnih spojin ključna reakcija 
reduktivnega aminiranja, zato smo s spreminjanjem pogojev reakcijo optimizirali. V tabeli 
1 so razvidni reagenti, pogoji in izkoristki posameznih reakcij za pripravo končnih aminov. 





































Čas poteka prve in 











Izkoristek [%] 19,4 0 17,8 0 17,4 
 
V prvi stopnji reakcije nastane imin, ki ga zaradi nizke stabilnosti na TLC običajno nismo 
identificirali. Pri drugi stopnji smo izbirali enega izmed sledečih naštetih reducentov, 
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katerih jakost pada v vrsti: NaBH4 > NaCNBH3 > Na(OAc)3BH. Natrijev borohidrid je 
najmočnejši (101) in najcenejši (102–104) izmed naštetih, vendar zaradi jakosti najmanj 
specifičen, natrijev cianoborohidrid je najpogosteje uporabljen za redukcijo iminov, ampak 
je toksičen (nastaja lahko plin HCN) (105), natrijev triacetoksiborohidrid pa je najšibkejši, 
toda tudi najmanj nevaren za zdravje (106). NaBH4 je zaradi svoje reaktivnosti izgubljal 
moč redukcije, saj smo ga predhodno raztapljali v MeOH, pri čemer pride do metanolize in 
tvorbe H2 (107), čemur bi se sicer lahko izognili z izborom drugega topila. Zaradi 
sposobnosti neselektivne in hitre redukcije karbonilne skupine smo pri uporabi NaBH4 
uporabljali za 0,3 ekvivalenta aldehida več kot pri ostalih reducentih. Na(OAc)3BH v 
primerjavi z ostalima dvema reducentoma pri številnih reakcijah tvori manj stranskih 
produktov in daje višje izkoristke pri reduktivnem aminiranju, vendar so znane omejitve in 
zelo nizki izkoristki pri poskusih redukcije aromatskih in sterično oviranih aldehidov in 
ketonov (108). Vsi našteti se uporabljajo za redukcijo iminov, ki nastanejo kot adukt pri 
nukleofilnem napadu aminov na karbonilne skupine (109, 110). Glede na opisane podatke 
iz literature in izkoristke vidnih v tabeli 1 smo za optimalno reakcijo reduktivnega 
aminiranja v nadaljevanju uporabljali NaCNBH3. Reducent z acetoksi skupinami je bil 
prešibek, saj reakcije niso potekale, natrijev borohidrid je bil pa premočen, saj je potekla 
redukcija aldehida (ALD-1) do primarnega alkohola in posledično je nastajalo manj imina, 
ki bi se reduciral do želenega sekundarnega amina. Čas poteka reakcije na izkoristek ni 
imel bistvenega vpliva, vendar smo se zaradi enostavnejše logistike odločili, da sintezo 
izvajamo čez noč. 
 
Shema 16: Mehanizem reduktivnega aminiranja na primeru sinteze spojine 3. Substituent R predstavlja na 
mestu 4 substituiran 6-metoksi-1,5-naftiridin. Prirejeno po (111–114). 
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Tvorba sekundarnega amina z reduktivnim aminiranjem poteka preko več reverzibilnih in 
v zaključku iz ene ireverzibilne stopnje. Ocetna kislina deluje katalitično, saj protonira 
karbonilno skupino, s čimer poveča njeno elektrofilnost. Aminska skupina spojine 1 (na 
shemi 16 je prikazana kot substituiran 4-aminopiperidin) kot nukleofil napade karbonilni 
ogljik s primanjkljajem elektronov in tvori tetraedrični intermediat – hemiaminal. Prenos 
protona na hidroksilno skupino pretvori slednjo v dobro izstopajočo skupino, ki zapusti 
substrat kot voda, da nastane imin, kar je ključna stopnja za uspešno redukcijo. Ustrezen 
reducent (NaCNBH3 ali NaBH4) deluje kot donor H
– nukleofila, ki napade elektronsko 
reven ogljik iminske skupine, pri čemer nastane končni produkt sekundarni amin (111, 
112). Slednja ireverzibilna stopnja pri uporabi Na(OAc)3BH ne poteče, saj je ta zaradi 
sterične oviranosti in negativnega induktivnega efekta acetoksi skupin prešibek reducent 
(108, 115). 
Poleg spreminjanja vrste reducentov in količine reagentov ter časa poteka reakcije je 
pomembna tudi uporaba molekulskih sit. Pred izvedbo vseh petih reakcij, katerih pogoji so 
v tabeli 1, smo sita predhodno aktivirali z enournim segrevanjem pri 120 °C. V označenem 
delu sheme 16 je prikazana ravnotežna reakcija tvorbe imina, na katero močno vpliva 
prisotnost vode, saj slednja nastaja med reakcijo kot stranski produkt. Večji delež vode 
premakne ravnotežje reakcije nazaj v smer izhodnih spojin, zato smo se vode želeli znebiti 
z uporabo molekulskih sit. Ta vežejo med reakcijo nastalo vodo, s čimer bi pomikali 
ravnotežje v smer nastajanja imina in tako povečali uspešnost reduktivnega aminiranja 
(116, 117). V praksi se je dodajanje molekulskih sit izkazalo za neučinkovito, saj so bili 
izkoristki večji, če sit nismo uporabili. Možen vzrok za to je slaba topnost in morebitna 
adsorpcija nastalega produkta ali drugih spojin iz reakcijske zmesi na njihovo površino. S 
TLC-jem smo namreč potrdili, da je bil v EtOAc, v katerega smo prenesli sita po reakciji, 
prisoten del našega produkta, zato smo jih namakali oz. spirali z omenjenim topilom, tako 
da smo povečali celokupni izkoristek reakcije. Za dosego optimalnih rezultatov smo v 
nadaljevanju izvajali reduktivno aminiranje v odsotnosti molekulskih sit. V tabeli 2 so 
prikazani pogoji za reakcijo brez uporabe sit. 
Tabela 2: Pogoji pri izvedbi reakcije reduktivnega aminiranja brez molekulskih sit. 
Topilo, kislina Reducent [ekv.] Aldehid [ekv.] Čas poteka [h] Izkoristek [%] 
MeOH, AcOH NaCNBH3; 3 ALD-1; 1,2 2 + 24 35,1 
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5.1.3 Reakcija odščite zaščitne skupine Boc 
Osnovna spojina 1 je zaradi reaktivnosti zaščitena z Boc skupino, ki se je pred izvedbo 
reakcije reduktivnega aminiranja ali reakcije sklopitve s karboksilno kislino znebimo. 
Odstranitev zaščitne karbamatne skupine je v začetku povratna reakcija in na koncu 
nepovratna. Klorovodikova kislina hitro protonira karbonilni kisik karbamatne skupine ali 
sosednji kisik, da nastane pozitivno nabita kemijska zvrst. Sledi počasna stopnja odcepa s 
pozitivnim induktivnim efektom oz. hiperkonjugacijo stabiliziranega terc-butilnega 
karbokationa, da ostane nestabilen derivat karbaminske kisline, ki hitro razpade do 
primarnega amina in plinastega CO2 (118). Nastalo aminsko sol nevtraliziramo z dodatkom 
baze NaOH, da dobimo prosto obliko spojine 1, nukleofilni amin (99, 100). 
 
Shema 17: Mehanizem odščite Boc zaščitne skupine spojine 1a. Prirejeno po (118–120). 
5.1.4 Reakcija tvorbe amidne vezi s sklopitvenim reagentom TBTU 
Tvorba amidne vezi je v farmacevtski industriji ena izmed najpogostejših reakcij v 
laboratoriju farmacevtske kemije – predstavlja kar 16 % vseh reakcij, ki jih izvedejo (121). 
Zaradi kislo-bazičnih lastnosti karboksilne kisline in amina ter tvorbe amonijeve 
karboksilatne soli direktna kondenzacija ni praktična. Z uporabo ustreznih reagentov lahko 
aktiviramo karboksilno kislino in povečamo uspešnost sklopitve. Idealni reagent je poceni, 
prosto dostopen, varen za uporabo in okolje, ni strupen, omogoča detekcijo, je enostaven 
za rokovanje in se ga preprosto odstrani iz reakcijske zmesi. Najpogostejši postopki 
priprave aktiviranih kislin so: tvorba aktiviranega estra s karbodiimidi (npr. DDC in EDC), 
tvorba acil kloridov s tionil ali oksalil kloridom, pa tudi uporaba pivaloil klorida, izobutil 
kloroformata in anhidrida n-propanfosfonske kisline za pripravo mešanih anhidridov. Veča 
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se tudi poraba borovih reagentov (npr. borova kislina, trimetoksiboran, boran-trimetilamin, 
fenilboronska kislina) za tvorbo amidne vezi (122). 
Eden izmed pogostih načinov tvorbe aktiviranih estrov je z uporabo gvanidinijevih in 
uronijevih soli spojin z benzotriazolnim skeletom kot so HBTU, HATU, TOTU, TPTU in 
TBTU. Našteti sklopitveni reagenti sicer omogočajo hitro tvorbo amidne vezi pri milih 
pogojih, vendar zaradi visoke molske mase niso najbolj cenovno ugodni (123), poleg tega 
pri njihovi uporabi nastaja citotoksični stranski produkt tetrametilurea (124). Primerjalne 
študije HBTU in HATU kažejo, da protiion nima bistvenega vpliva na izid reakcije (122). 
Za tvorbo amidne vezi smo uporabljali sklopitveni reagent TBTU. Prisotnost Et3N z 
odcepom kislega protona tvori karboksilatni anion. Ta s prostim elektronskim parom 
napade ogljikov elektrofilni center gvanidinske skupine TBTU in po bimolekularnem 
mehanizmu nukleofilne substitucije preko tetraedričnega intermediata odcepi 
hidroksibenzotriazolni anion. Slednji napade tetrametilamidinski karboksil, s čimer 
povzroči nastanek dobro izstopajočega stranskega produkta tetrametiluree in aktiviranega 
estra hidroksibenzotriazola. Amin (v našem primeru spojina 1) po mehanizmu nukleofilne 
substitucije reagira z aktiviranim estrom, da nastane amid (122).  
Pri uporabi TBTU je znano, da lahko potencialno nastaja tudi neželen produkt – sol 
substituiranega gvanidina. Aminska skupina je namreč kompetitivni nukleofil karboksilni 
skupini oz. karboksilatnemu ionu, saj lahko podobno kot slednji napade elektrofilni center 
TBTU po mehanizmu, ki je prikazan na shemi 19. Reakcija je počasna, poleg tega njeno 
verjetnost zmanjšamo tako, da amin dodamo v reakcijsko zmes po dodatku kisline (125). 




Shema 18: Mehanizem nastanka spojine 6 s sklopitvenim reagentom TBTU. Prirejeno po (122, 126, 127). 
 
Shema 19: Mehanizem nastanka gvanidinijevih produktov pri uporabi TBTU. Prirejeno po (126).  
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5.2 RAZPRAVA O BIOLOŠKIH TESTIRANJIH 
Spojinam 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 in 12 smo na Kemijskem inštitutu določili in vitro 
zaviralni učinek na izoliranem divjem tipu bakterijske DNA-giraze iz S. aureus in E. coli 
izražen kot IC50. Določali smo tudi protibakterijsko aktivnost teh spojin na različnih sevih 
bakterijskih celic E. coli, E. faecalis, P. aeruginosa, S. aureus, S. agalactiae, S. alachua, S. 
schleiferi in različnih rezistotipih meticilin rezistentnih Staphylococcus pseudiintermedius, 
ki so navedeni v tabeli 4 oz. tabeli 5 za seve MRSP. 
Razlike med DNA-girazama S. aureus in E. coli, ki so pomembne za interpretacijo 
dobljenih rezultatov, so navedene v tabeli 3. 
Tabela 3: Pomembne razlike med S. aureus in E. coli. 
S. aureus E. coli 
Širši hidrofobni vezavni žep v DNA-girazi 
(α3– α3 razdalja 5,5–7,5 Å) 
Ožji hidrofobni vezavni žep v DNA-girazi 
(α3– α3 razdalja 3,0–4,5 Å) 
Aminokislinski ostanek Met75 
v aktivnem mestu DNA-giraze 
Aminokislinski ostanek Ile74 
v aktivnem mestu DNA-giraze 
Po Gramu pozitivna bakterija Po Gramu negativna bakterija 
 
5.2.1 Rezultati IC50 
IC50 je srednja inhibitorna koncentracija, to je koncentracija učinkovine, ki zmanjša 
aktivnost encima na 50 % glede na začetno aktivnost. Nižja vrednost pomeni večjo jakost 
učinkovine (128, 129). Kaže njeno sposobnost vezave in zaviranja izoliranega encima 
DNA-giraze S. aureus in E. coli. Vrednost je odvisna od okolja, v katerem je določen (pH 
npr. vpliva na ionizacijo preiskovane učinkovine, posledično na vezavo). Pri testiranju 
naših spojin predstavlja vrednost IC50 povprečje 2–4 neodvisnih meritev. 
Spojine 2–6 imajo v povprečju višje IC50 kot spojine 7–12. Vzrok je lahko njihova 
velikost, saj so morda predolge, da bi se ustrezno prilegale v vezavni žep encima. Enako 
razlago je mogoče podati zaradi nižje aktivnosti proti DNA-girazi E. coli kot S. aureus. 
Slednja ima namreč večjo vrzel v aktivnem mestu in tako dodaten prostor za prodor 
molekule ter tvorbo interakcij z aminokislinskimi ostanki. V prvi seriji je spojina 6 zaradi 
amidne vezi edina, ki niti teoretično ni sposobna tvoriti ključne ionske interakcije z Asp83, 
kar morda prispeva k njeni neaktivnosti. Odsotnost bazičnega amina pa gotovo ni edini 
strukturni element, ki zmanjšuje njeno učinkovitost, saj je neaktivna tudi spojina 5.  
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Zanimiva je razlika v IC50 med spojinama 4 in 3. Spojina 3 vsebuje bioizosterno 
zamenjavo za vodik, tj. fluor, ki je glede na van der Waalsov radij večji le za 20 % (130). 
Kljub navidezno majhni razliki lahko povečan volumen oteži vezavo v vrzel, poleg tega je 
zaradi velike elektronegativnosti fluora in njegovega pozitivnega mezomernega in 
negativnega induktivnega efekta spremenjena tudi elektronska gostota RHS – celokupno 
gledano je glede na nesubstituiran biaril verjetno povečana, kar je glede na H-akceptorsko 
naravo karbonilne skupine Ala68 morda manj primerno za ugodno vezavo. Rahlo 
nepričakovana je tudi popolna neaktivnost (oz. IC50 > 100 μM zaradi omejitev testa) 
spojine 5, saj strukturno zelo podobna spojina 2 kaže aktivnost, čeprav le na encim S. 
aureus ne pa tudi na E. coli. Ostaja pa dejstvo, da je zaradi drugačne substitucije in načina 
vezave RHS fragmenta z distančnikom lahko drugačna orientacija vezave v hidrofobni žep. 
Druga serija spojin 7–12 vsebuje manjše RHS fragmente – mono- ali disubstituiran pirazol, 
piridin ali benzen. Pričakovano najmanj učinkovita je spojina 12, katere alilni substituent 
se verjetno ne veže dobro v prekratko vezavno vrzel bakterijske DNA-giraze. Velika 
podobnost vrednosti IC50 spojin 8 in 9 za encima S. aureus in E. coli lahko nakazuje na to, 
da hidroksilna skupina ne tem mestu ne deluje kot donor H-vezi, ali da ta za vezavo in 
doseganje učinkovitosti vsaj ni ključna. Relativno dobro aktivnost (IC50 = 0,55 μM) je 
pokazala spojina 10, ki dopolnjuje sintetizirano in testirano halogeno vrsto spojin s 
halobenzenskim RHS fragmentom (strukture in IC50 vrednosti za te spojine so prikazane na 
sliki 12). Z upoštevanjem vrednosti IC50 spojin na sliki 12 (rezultati teh spojin so povzeti 
po magistrski nalogi Maje Kokot, (131)) ugotovimo, da pri spojini 10 ne pride do tvorbe 
halogene vezi, saj imajo ostale tri halosubstituirane spojine znatno (več kot 10-krat) nižje 
vrednosti zaviralne koncentracije (slika 12). Slednje je smiselno, saj je znano, da fluor ne 
tvori sigma luknje, zato tudi ne tvori halogene vezi (132). Najaktivnejši spojini proti DNA-
girazi S. aureus sta (z IC50 = 0,16 μM) v drugi seriji spojini 7 in 11. Izopropilni substituent 
spojini 7 omogoča dodatne hidrofobne van der Waalsove interakcije, spojina 11 pa vsebuje 
trifluorometilni fragment, ki morda sodeluje v hidrofobnih multipolarnih (Dunitzevih) 
interakcijah.  




 Slika 12: Vrednosti IC50 NBTI z 1,5-naftiridinskim skeletom in halobenzenskim RHS. Povzeto po (131). 
5.2.2 Rezultati MIC  
MIC je minimalna inhibitorna koncentracija, to je najnižja koncentracija učinkovine, ki še 
zavira rast testirane bakterije (79). Pri njenem določanju je za razliko od IC50 upoštevana 
tudi sposobnost prehajanja učinkovine skozi celično steno.  
V prvi seriji spojin (2–6) je vidna korelacija med IC50 in MIC. Kot najučinkovitejša se je 
izkazala spojina 4, pri spojinah 5 in 6 smo zaradi visoke vrednosti IC50 > 100 μM določili 
pričakovano visoko vrednost MIC > 128 μg/μL, spojini 1 in 2 pa sta zmerno učinkoviti 
zgolj proti S. aureus. 
Podobno se nizek IC50 kot nujen, a ne zadosten, pogoj za primerno nizke vrednosti MIC 
kaže tudi pri drugi seriji spojin. Tako imajo spojine 7, 9 in 11 najbolj izraženo 
protibakterijsko aktivnost. Ponovno je smiselno primerjati spojini 8 in 9. Zaradi podobnih 
vrednosti IC50 bi morda lahko pričakovali tudi podobno protibakterijsko aktivnost na 
posameznih celicah, vendar je iz tabele 4 razvidno, da so MIC vrednosti slednje veliko 
nižje, kar je morda povezano z boljšim prehajanjem. Prosta –OH skupina lahko za razliko 
od –OMe skupine interagira z okoljem kot donor H-vezi, poleg tega je bolj polarna in 
nukleofilna kot –OMe. 
Celokupno gledano ocenjujemo, da imajo spojine 4, 7, 9 in 11 najobetavnejše 
protibakterijsko delovanje. 
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5.2.3 Medmolekulske interakcije beljakovin in fluoriranih spojin 
Z vidika načrtovanja spojin so kot bioizosterna izmenjava zanimive funkcionalne skupine s 
fluorom, ki vplivajo na fizikalno-kemijske lastnosti učinkovin, pa tudi na njihovo biološko 
aktivnost. Z uvedbo fluora lahko torej vplivamo na jakost, konformacijo, metabolizem, 
prehajanje skozi membrano, sposobnost prepoznavanja s P-glikoproteinom in zaviranje 
hERG kanalčkov (130). 
Spojine 3 in 8–11 vsebujejo fluor, difluorometoksi ali trifluorometilno skupino. Vse 
omenjene so bile uspešne pri zaviranju DNA-giraze S. aureus, spojina 11 pa je od vseh 11 
testiranih spojin izkazovala največjo protibakterijsko sposobnost proti MRSS. Fluor lahko 
pri medmolekulskem prepoznavanju sodeluje s polarnimi interakcijami kot akceptor 
vodikove vezi (133), s hidrofobnimi interakcijami z lipofilnimi stranskimi verigami ali z 
multipolarnimi interakcijami s karbonili, amidnimi stranskimi verigami ali gvanidinskim 
skeletom (134). Prisotnost elektronegativnih atomov oz. večjega števila fluorov v 
substituentu napoveduje multipolarne hidrofobne interakcije, ki so morda prisotne ob 
vezavi spojin 8, 9 in 11 v aktivno mesto encima, kjer lahko nastanejo zaradi prisotnosti 
(karbonilne skupine) Ala68, Ile74 ali Met121 (135–137). 
 
Slika 13: Vezava spojine 7 v aktivno mesto DNA-giraze S. aureus. 
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Tabela 4: Rezultati biološkega testiranja končnih spojin. 
Ime STRUKTURA 
























1.60 N/A 1 >128 2 0.125 <1 >128 4 >128 
3 
 
0.51 13.27 2 32 2 0.25 2 128 8 >128 
4 
 
0.33 3.00 0.25 16 0.5 0.062 1 64 1 >128 
5 
 
N/A N/A >128 >128 >128 16 128 >128 >128 >128 
6 
 
N/A N/A >128 >128 >128 64 >128 >128 >128 >128 





0.16 2.95 0.125 8 0.25 0.062 0.5 64 1 >128 
8 
 
0.35 3.90 1 32 2 0.125 <1 128 16 >128 
9 
 
0.33 4.41 0.5 8 1 0.25 2 64 4 >128 
10 
 
0.55 16.95 1 32 2 0.125 8 128 8 >128 
11 
 
0.16 6.91 0.25 32 0.5 0.031 4 128 2 >128 
12 
 
1.10 16.70 2 16 2 0.125 4 128 8 >128 
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4 8 8 2 4 4 
3 
 
<1 2 2 8 <1 <1 
4 
 
0.125 0.25 0.25 1 0.125 0.125 
5 
 
64 128 128 >128 64 64 
6 
 
64 >128 >128 >128 >128 128 
7 
 
0.125 0.25 0.25 0.5 0.125 0.125 





2 2 2 4 2 2 
9 
 
0.25 0.25 0.5 2 0.25 0.25 
10 
 
2 2 2 8 2 2 
11 
 
0.25 0.5 0.5 0.5 0.062 0.5 
12 
 
<1 2 2 4 1 2 
 
 




Z uspešno izvedbo načrta dela smo uspeli sintetizirati 11 novih potencialnih zaviralcev 
bakterijske DNA-giraze. V začetku smo veliko časa vložili v optimizacijo reakcije 
reduktivnega aminiranja, saj smo izvajali divergentno sintezo končnih spojin, ki se je med 
drugim poslužujemo, ko želimo v relativno kratkem času sintetizirati večje število 
strukturno podobnih molekul. 
Osnovno spojino, na katero smo pripenjali različne RHS fragmente, smo morali predhodno 
odščititi, torej bi dejansko za vsako spojino izvajali dvostopenjsko reakcijo – odščita in 
reduktivno aminiranje, pri čemer se v prvi stopnji uporablja 1 M HCl v AcOH. Zaradi 
opisane lastnosti reagentov in želje po enostavnejšem delu smo za optimizacijske reakcije 
uporabljali minimalne količine spojine 1, morebitni prebitek pa smo zaščitenega pred 
svetlobo, toploto in zrakom shranjevali v dobro zaprtih vsebnikih v hladilniku. Zalogo 
odščitene spojine smo porabili v najkrajšem možnem času – prvotne optimizacijske 
reakcije smo izvajali v parih ali celo trojicah. Na ta način smo zmanjšali razgradnjo 
občutljive izhodne spojine in pospešili samo delo. 
Nekaj težav smo imeli tudi z izbiro ustreznega topila, saj spojina 1 ni dobro topna v 
EtOAc, heksanu, etanolu ali vodi, slabša je tudi topnost nekaterih RHS fragmentov. Zato 
smo za ekstrakcije in čiščenje končnih spojin s kolonsko kromatografijo uporabljali 
pretežno klorirani topili diklorometan in kloroform, pa tudi manjše količine MeOH. 
Omenjena topila so morda bolj toksična kot druga našteta, vendar zagotavljajo najboljši 
medij za raztapljanje (in hitro odparevanje) naših spojin. 
V začetnih sintezah (spojine 1–4) smo se poskusili dolgotrajnim kolonskim 
kromatografijam izogniti s čiščenjem s kristalizacijo, ki pa ni bilo uspešno. Postopek 
čiščenja smo kasneje izboljšali z uporabo rahlo večje količine trietilamina, pri čemer smo 
pri večji uporabi slednjega naleteli na daljši čas uparevanja. Odpravljanje težav in slabosti 
pri izvedbi reakcije reduktivnega aminiranje je vidno tudi pri izkoristkih kasnejših spojin, 
ki so bistveno večji kot na začetku.  
Neuspešno reakcijo sinteze spojine 13 bi lahko poskusili izvesti v drugačnem topilu, z 
novim reagentom (na vsebniku namreč nismo našli podatka o njeni starosti) ali s 
predhodno zaščito karboksilne skupine. Morebiten ponoven poskus sinteze te spojine je 
morda smiseln, saj bi bila to edina spojina v seriji, ki bi vsebovala tudi kisli center. 
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Nekaj težav smo imeli tudi z identifikacijo vseh C atomov v 13C NMR spektru, saj je bil 
spekter posnet pri krajšem relaksacijskem času, zato so imeli določeni ogljikovi atomi zelo 
nizek signal ali ta ni bil viden. Identifikacijo spojin smo zagotovili z izvedbo različnih 
analiznih metod. 
Biološko vrednotenje smo izvajali na Kemijskem inštitutu. Dobljene vrednosti IC50 in MIC 
so primerljive in včasih celo boljše kot za spojine, ki jih srečamo v najnovejši literaturi. 
Predpostavko o prevelikem RHS delu v prvi seriji spojin je potrjevala druga serija, ki je 
vsebovala zgolj monociklične RHS, ki so pozitivno pripomogli k aktivnosti vseh spojin. S 
sintezo velikega števila fluorosubstituranih spojin smo omogočili vpogled v možnost 
koristnih fluoro-DNA giraza interakcij, ki lahko pripomorejo pri načrtovanju novih NBTI 
molekul. 
Čeprav smo zagotovili sintezo protibakterijsko aktivnih spojin, je treba poudariti, da imajo 
te znatno nižji učinek na po Gramu negativne kot na po Gramu pozitivne bakterije. Poleg 
tega uspešnost spojin pri opravljenih bioloških testiranjih (nizki vrednosti IC50 in MIC) ne 
napovedujeta nujno dejanske uspešnosti v uporabi v humani medicini. Smiselno bi bilo 
raziskati tudi toksičnost sintetiziranih spojin, predvsem na hERG kanalčke. Usmeriti se 
velja tudi v možne modifikacije strukture, ki bi izboljšale prehajanje v po Gramu negativne 
bakterije, pri čemer je treba ohranjati protibakterijsko delovanje in ustrezne fizikalno-
kemijske lastnosti, ki zagotavljajo ugoden farmakokinetični profil. 
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